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第 ! 章 序論"
!#!$" 真核生物のゲノム %&' とクロマチン構造"
 地球上のほぼすべての生物において、ゲノム '($ が遺伝情報の担い手である。
真核生物では、ゲノム '($ はクロマチンと呼ばれる '($@タンパク質複合体と
して折りたたまれて細胞核内に収納されている。この仕組みにより、ヒトの場合
約 #!: に相当するゲノム '($ を直径わずか ?;![: 程度の細胞核の中に収納す
ることを可能にしている。このような狭い細胞核内において、クロマチン上では
転写、複製、修復といった反応が行われている。こういった反応が適切な時期・
場所で起こるためには、クロマチンが適切に折り畳まれている必要があると考
えられる。とくに多細胞生物では、すべての細胞が同じゲノム '($ を持つにも
かかわらず、それぞれ異なる機能を持つ細胞へと分化する。これは、何かしらの
遺伝子発現の制御を受けることで、個々の細胞で発現する遺伝子が異なること
を意味する。このような '($ の配列情報に依存しない表現型の変化をエピジェ
ネティクスと呼ぶ（\46602X-.2U!?MB#）。近年、エピジェネティクスの本体はクロ
マチン構造の変化による遺伝子発現制御であると言われている（$9901! 426!
&+28]+02U!#;?D）。!
細胞生物学的解析から、クロマチンは大きく # つの領域に分類される。'$SN
によって '($ を染色した際に比較的濃く染色される領域をヘテロクロマチン、
一方で比較的薄く染色される領域をユークロマチンと呼ぶ（"+0-^U! ?M#F）。ヘテ
ロクロマチンはクロマチンが密に凝集した状態であり、ユークロマチンはクロ
マチンの凝集度が低い状態であると考えられている。これまでの先行研究から、
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ヘテロクロマチン領域には遺伝子発現が抑制された遺伝子が含まれており、ユ
ークロマチン領域は遺伝子発現が活性化されている遺伝子が含まれることが知
られている。このようにクロマチンの状態と '($ の機能発現制御との間には密
接な関わりがある。!
!
!#($" クロマチンの基盤構造であるヌクレオソーム"
 ?MEB 年に電子顕微鏡を用いた解析から、クロマチンは球状構造体がリンカー
'($ を介して数珠状に連なった構造であることが明らかになり、球状構造体は
“"!O.60+1”と名付けられた（_9021!426!_9021U!?MEB）。その後“"!O.60+1”は“ヌク
レオソーム”と名前を変え、ヌクレオソームがクロマチンの基盤構造であること
が認知された（_86+-!%&'()%U!?MEC）。?MME 年には ` 線結晶構造解析によって高分
解能でヌクレオソームの立体構造が決定された（H8X+5!%&'()%U!?MME）。!
 ヌクレオソームは、B 種類のコアヒストン "#$、"#R、"A、"B 二分子ずつか
らなるヒストン八量体に ?BC@?BE 塩基対の '($ が左巻きに ?%DC 回巻き付いた
構造体である（図 ?$）。ヒストンタンパク質にはリジンやアルギニンといった塩
基性アミノ酸が多く含まれており、これらのアミノ酸が '($ のリン酸骨格と相
互作用している。B 種類のコアヒストンはいずれも、構造を持つコア領域と構造
を持たないヒストンテール領域から構成される（図 ?R）。コア領域には A つのα
ヘリックスからなるヒストンフォールドドメインと呼ばれる領域が存在し、こ
の領域を介して "#$ と "#R および "A と "B がヘテロ二量体を形成する。また、
"A@"B ヘテロ二量体は "A の Q 末端領域を介してヘテロ四量体を形成する。生
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体内では、"A@"B ヘテロ四量体が '($ に結合して '($@ヒストン複合体を形成
し、そこに段階的に "#$@"#R ヘテロ二量体が # つ結合することでヌクレオソー
ムが形成されると考えられている（'41!%&'()%U!#;?;）。このようなヌクレオソーム
の形成プロセスはヒストンと結合しヌクレオソームの形成を触媒するタンパク
質群であるヒストンシャペロンが担っていると考えられている（'41!%&'()%U!#;?;a!
"4::.26!%&'()%U!#;?E）。!
! ! ヌクレオソーム構造に影響を与える因子として、ヒストン翻訳後修飾やヒス
トンバリアント、ヌクレオソームを形成している '($ 配列などが挙げられる。
ヌクレオソーム構造の変化はクロマチンの高次構造へとつながり、遺伝子発現
制御に寄与すると考えられている。!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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!
!
図 ! ヌクレオソームの構造"
$% ヌクレオソームの全体構造（S'R!N'bA$I$、=4,/0]424!%&'()%U!#;?;）。!
R% 各ヒストンの二次構造。運動性が高いために、` 線結晶構造解析では構造が
決定できない領域は破線で示した。!
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!#)$" ヒストン翻訳後修飾"
 ヒストンタンパク質はメチル化、アセチル化、リン酸化といったさまざまな化
学修飾を受けることが知られており、これをヒストン翻訳後修飾と呼ぶ
（R42201-+5!426!>.8^4506+1U!#;??a!H4]5+2,+!%&'()%U!#;?D）。ヒストン翻訳後修飾は、
ヒストンのテール領域およびコア領域のどちらにも導入されることが知られて
いる。ヒストンのテール領域への翻訳後修飾は、様々なクロマチン結合因子の結
合や、クロマチン中でのヌクレオソーム@ヌクレオソーム間の相互作用に関わる。
一方でヒストンのコア領域に導入される翻訳後修飾は、'($@ヒストン間あるい
はヒストン@ヒストン間の相互作用を変化させることでヌクレオソーム構造に影
響を与える（=+1145^!426!>.8^4506+1U!#;?B）。例えば、"A の CD 番目のリジンのア
セチル化は '($@ヒストン間の相互作用を弱め、ヌクレオソーム中の末端 '($
の一過的な解離（28,9+.1.:+! O5+4-/02X）を促進することが報告されている
（(+8:422!%&'()%U!#;;M）。また、"A の ?## 番目のリジンのアセチル化およびクロ
トニル化により '($@ヒストン間の相互作用を変化し、ヌクレオソーム構造が不
安定になることが報告されている（Y8^8<0!%&' ()%U! #;?D）。"B の M? 番目のリジン
のアセチル化およびグルタル化によりヒストン@ヒストン間の相互作用を変化し、
ヌクレオソーム構造が不安定になることが示唆されている（c+!%&'()%U! #;;Ca!R4.!
%&'()%U!#;?M）。!
!
!
!
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!#*$" ヒストンバリアント"
 ヌクレオソームを構成するB種類のヒストンタンパク質のうち"B以外の"#$、
"#R、"A には、主要型ヒストンとはアミノ酸配列が異なるが、主要型ヒストン
と置き換わることでヌクレオソームに取り込まれるヒストンが存在し、そのよ
うなヒストンをヒストンバリアントと呼ぶ。代表的なヒストンバリアントに関
して表 ? にまとめた。主要型ヒストンとヒストンバリアントとの間には、遺伝
子のコピー数や発現時期、:Z($ の構造に明確な違いが存在し、これらの違い
によって区別されている。まず主要型ヒストンは遺伝子が多コピー存在し、これ
らの遺伝子はゲノム上で集まってクラスターを形成している。そして細胞周期
の Y 期に最も発現し、'($ の複製に依存してクロマチンに取り込まれる（\8!
426!R.22+5U!?MF?a!"+02-^!%&'()%U!?MFA）。また、主要型ヒストンにはイントロンがな
く、:Z($ の AT末端が P.9V!$ テールに代わってステムループ構造を形成してい
ることが特色である（G45^98**!%&'()%U!#;;F）。これらの特徴をもつヒストンが主要
型ヒストンとして定義されている。一方でヒストンバリアントは、コードする遺
伝子が ? コピーあるいは # コピーであり、主要型ヒストンの遺伝子とは異なる
領域に存在する。そして細胞周期非依存的に発現し、クロマチンに取り込まれ
る。また、ヒストンバリアントの多くは、通常のタンパク質と同様にイントロン
があり、:Z($ の AT末端が P.9V!$ テールになっている。これらの特徴をもつヒ
ストンがヒストンバリアントである。!
 ヒストンバリアントは特定のクロマチン領域に取り込まれ、ヌクレオソーム
の構造を変化させる、あるいはヒストンバリアントを認識するタンパク質群を
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呼び込むことで特異的な機能を果たすと考えられている（R81,/O+,<! 426! "4<+U!
#;?E、=49O+5-!426!"+20<.**U!#;?E）。例えば、精巣特異的なヒストンバリアントで
ある "A= および "A%C は構造不安定なヌクレオソームを形成する（=4,/0]424!%&'
()%U!#;?;a!d54/4:4!%&'()%U!#;?D）。セントロメア領域に局在するヒストンバリアン
ト Q)(S@$ は '($ 末端の運動性が高く、この '($ 末端の運動性が正常な染色
体分配に重要である（Q.26+!%&'()%U!#;;Ea!'+,/4114!%&'()%U!#;??a!=4,/0]424!%&'()%U!#;??a!
S42,/+2<.!%&'()%U!#;??a!Z.899426!%&'()%U!#;?D）。ヒトの "A%c およびマウス "A- につ
いても同様に '($ 末端の運動性が高い（>8e0540!%&'()%U!#;?Da!d+64!%&'()%U!#;?E）。
転写活性化された遺伝子上に局在する "#$%R はヌクレオソーム構造中で巻き付
いている '($ の長さが主要型ヌクレオソームよりも短いことが報告されてい
る（R4.!%&'()%U!#;;Ba!'.V+2!%&'()%U!#;;Da!=.91-.58<.3!%&'()%U!#;?#a!$50:854!%&'()%U!#;?A）。
また、ヒストンバリアントによるタンパク質群の呼び込みについては、例えば、
Q)(S@$ を含んだヌクレオソームは様々なセントロメアタンパク質が集積する
ための足場となる（Y-+99*.J!%&'()%U!#;?Aa!G,>029+V!426!Q/++1+:42U!#;?D）。'($ 損
傷依存的にリン酸化修飾を受ける "#$%` は、リン酸化された Q 末端領域を介し
て '($ 損傷応答タンパク質が結合する（>022+5!%&'()%U!#;;F）。!
 以上のように、ヒストンバリアントはクロマチンに取り込まれ、ヌクレオソー
ムの構造や物理的性質を変化させる、あるいはヒストンバリアントを認識する
因子を呼び込むことで特徴的な機能を果たし、遺伝子発現の制御を行っている。
しかしながら、そのメカニズムや機能については依然として不明な点も多い。!
!
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!#+$" ヒストン ,(' バリアント ,('$-"
 "#$%& は、哺乳類特異的なヒストンバリアントである。"#$%& は主要型の "#$
と比べて、?; 番目のバリンおよび Q 末端領域のアミノ酸配列が特異的である（図
#）。主要型の "#$ と相同性が高いが、遺伝子がヒストンクラスターに含まれて
いない、細胞周期に依存せずに発現する、イントロンが存在するといったヒスト
ンバリアントの特徴を有することから、ヒストンバリアントに分類される
（(01/064!%&'()%U!#;;C）。これまで "#$%& に関する研究報告は乏しく、その機能や
存在意義は長らく不明であった。しかし #;?E 年に、質量分析法によるタンパク
質レベルの解析および Z=@7SQZ による Z($ レベルの解析により "#$%& が細胞
老化を起こした細胞（以下、老化細胞と表記）において蓄積していることが報告
された（Q.2-5+P.01! %&' ()%U! #;?E）。老化細胞では Y+2+1,+2,+@$11.,04-+6! Y+,5+-.5V!
S/+2.-VP+（Y$YS）と呼ばれる、炎症性サイトカインや増殖因子といった分泌因
子が高発現する現象が生じていることが知られている（c.82X! 426!(450-4U! #;;Ma!
Q4:P010U!#;?A）。"#$%& を 1/Z($ を用いてノックダウンすると Y$YS に関わる炎
症関連の遺伝子の発現が抑制されること、逆に "#$%& を過剰発現させることに
よって炎症関連の遺伝子の発現が亢進することから、"#$%& は Y$YS の制御に関
与することが示唆された（Q.2-5+P.01!%&'()%U!#;?E）。さらに Y$YS の制御において、
"#$%& 特異的な Q 末端領域が機能的に重要であることが明らかになっている。
ただし、Q/NS@7SQZ による解析から "#$%& は老化細胞において、"#$%& 依存的
な発現上昇を示す遺伝子と "#$%& 非依存的な遺伝子の、両方のプロモーター領
域およびエキソン領域に集積が見られることから、単純に "#$%& がクロマチン
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に局在することが遺伝子発現を調節しているわけではないことが示唆されてい
る。また、マウスの組織およびヒトの皮膚の細胞の解析から、個体老化にも応じ
て "#$%& の蓄積が起こることが報告されている（Q.2-5+P.01!%&'()%U!#;?E）。以上の
ことから "#$%& は炎症関連の遺伝子の発現を制御することで Y$YS に関与し、
細胞老化だけでなく個体の老化とも関連があることが考えられているが、どの
ように "#$%& が Y$YS に関連する遺伝子の遺伝子発現を制御しているのか、そ
のメカニズムは不明である。!
!
!
!
図 ( 主要型 ,(' と ,('$- のアミノ酸配列アライメント" "
ヒトの主要型 "#$ である "#$!-VP+?@Rf)、"#$!-VP+?@Q、"#$!-VP+?@' と "#$%& の
アミノ酸配列のアライメント。"#$!-VP+?@Rf) と比較して保存されているアミノ
酸の背景を灰色で示した。ヌクレオソーム構造中における "#$ の二次構造をパ
ネルの上に示した。` 線結晶構造解析では構造を決定できない領域は破線で表
示した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用）!
!
!
!
!
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!#.$"%&' 配列とヌクレオソーム"
 ヌクレオソームの形成には '($ 配列が大きく関わっている。近年のゲノムワ
イドなヌクレオソームの形成位置の解析などから、'($ の $$f$=f=$f== 部位
はヌクレオソームの内側を向いてヒストンと相互作用し、QQfQWfWQfWW の部分
はヌクレオソームの外側を向く傾向が示され、'($ 配列がヌクレオソーム形成
に寄与することが示唆されている（\42X!%&'()%U!#;;Ca!Y+X49!%&'()%U!#;;D）。また '($
配列によってヒストン八量体との相互作用の強さが異なることで構造安定性に
影響が生じる（Q/84!%&'()%U!#;?#）。!
 これまでのヌクレオソームの構造解析に使われてきた'($配列は主に #種類
存在する。１つ目は、α@サテライト '($ と呼ばれる配列である。この '($ 配
列は、ヒトのセントロメアα@サテライト '($ を元にして、パリンドロミック
になるように設計された?BD塩基対の人工的な'($配列であり、?MME年にH8X+5
博士らがヌクレオソームの立体構造を初めて近原子分解能で決めることに成功
した際に使用した '($ 配列である（H8X+5!%&'()%U!?MME）。# つ目は、\06.: 博士
らによって報告された \06.:!D;?!'($ 配列（以下、D;?!'($ と表記）である。!
D;?!'($ は YV1-+:4-0,!)3.98-0.2!.*!H0X4261!OV!)`P.2+2-049!+250,/0:+2-!KY)H)`L法
によってヌクレオソームを安定的に形成する配列として報告された配列であり、
この配列を用いるとヌクレオソームの形成位置が一つに定まるため、ヌクレオ
ソームの試験管内再構成の際に広く使われている。!
 先行研究から、プロモーター領域やエンハンサー領域といった遺伝子の制御
領域において、ヌクレオソームが形成されている頻度が高いことが報告されて
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いる（=099.!%&'()%U!#;?;）。しかしながら、実際の生体内の遺伝子制御領域の配列
を用いたヌクレオソームの構造解析の例としては、マウスの乳がんウイルス
（G.81+!G4::45V!=8:.5!g0581、GG=g）の AT@H=Z（H.2X!=+5:0249!Z+P+4-）にあ
るプロモーター領域の配列である GG=g@$ の ? 例（I5.8]1!%&'()%U!#;?D）のみで
ある。プロモーターやエンハンサーといった遺伝子制御領域に存在するヌクレ
オソームは遺伝子発現制御に重要であることが考えられるが、その構造生物学
的知見は乏しい。!
!
!#/$" マウス" !"#$"01231405"
 マウス! !"#$!+2/42,+5 配列は、マウスのアルブミン遺伝子（!"#$）の上流 ?;!
<OP の位置にあるエンハンサー領域の配列である（図 A）。アルブミン遺伝子は
肝臓で高発現しており、このエンハンサー領域によって発現が制御されている
（S02<+5-!%&'()%U!?MFE）。このエンハンサー領域にはヌクレオソームが規則正しく
形成されていることが知られており、またいくつかの転写因子が結合すること
も知られていることから、組織特異的なクロマチンを調べるモデルの一つとし
て利用されている（G,S/+51.2!%&'()%U!?MMAa!G,S/+51.2!%&'()%U!?MMDa!Q05099.!426!h45+-U!
?MMMa!Q05099.!%&'()%U!#;;#a!N]4*8,/0@6.0!%&'()%U!#;?Da!I+52426+^!%&'()%U!#;?M）。!
 マウス!"#$!+2/42,+5領域には、ヌクレオソームがタンデムに形成されており、
それぞれのヌクレオソームには下流から (?、(#、(A と名前が付けられている
（図 A、G,S/+51.2!%&'()%U!?MMA）。そのうちの (? 領域には I.J$ や W$=$B といっ
た転写因子が結合することが知られている（Q05099.!426!h45+-U!?MMMa!Q05099.!%&'()%U!
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#;;#a!I+52426+^!%&'()%U!#;?M）。I.J$ や W$=$B はパイオニア転写因子と呼ばれる
特殊な転写因子群であり、通常の転写因子では結合できない、ヌクレオソーム構
造中に含まれる結合配列にも結合できることが知られている（Q05099.!%&'()%U!#;;#a!
N]4*8,/0@'.0!426!h45+-U!#;?B）。I.J$ や W$=$B は !"#$!+2/42,+5（(?）ヌクレオ
ソームに安定的に結合することが知られているが、その結合メカニズム等は明
らかになっていない。!
!
!
!
!
!
!
図 ) マウス !"#$エンハンサー領域の模式図"
(?、(#、(A はエンハンサー領域に形成されるヌクレオソームを表す。また、(?
領域に関して拡大図を表示した。W$=$B 結合配列の位置を緑色で、I.J$ 結合配
列である +W サイトと +" サイト領域をそれぞれ赤色、黄色で示した。!
!
!
!
!
!"#$%&
!
'! !"#$'(')
!*"
+,+-
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!#6$" 本研究について"
 真核生物の '($ の機能発現制御には、クロマチン構造が大きく関わっている。
クロマチン構造の基盤構造はヌクレオソームであることから、ヌクレオソーム
の構造および性質が '($ の機能発現に大きな影響を与えることは容易に想像
できる。本研究では、ヌクレオソーム構造に影響を与える因子としてヒストンバ
リアントと '($ 配列に着目した。!
第 # 章ではヒストンバリアントによるヌクレオソーム構造への影響を解析す
るために、ヒストン "#$ のバリアントである "#$%& に着目した。"#$%& は老化
細胞に集積し、Y$YS 現象に関わる遺伝子の発現制御に関与することが報告され
ているが、その機構は不明であった。本研究では生化学的解析および構造生物学
解析を行うことで "#$%& ヌクレオソームと主要型 "#$ ヌクレオソームとを比較
した結果、"#$%& ヌクレオソームは主要型 "#$ ヌクレオソームよりも構造安定
性が高いことを明らかにした。また、この構造安定性に寄与するアミノ酸残基を
特定した。!
第 A 章ではエンハンサー領域に形成されるヌクレオソームの構造的性質を明
らかにするために、マウスの !"#$!+2/42,+5（(?）配列に着目した。マウスの !"#$!
+2/42,+5（(?）配列は安定的にヌクレオソームを形成し、さらにこの領域には複
数の転写因子が結合することが知られている。しかしながら、この領域に形成さ
れるヌクレオソームの構造的知見はまったくない。そこでマウス !"#$!+2/42,+5
（(?）配列を用いてヌクレオソームを試験管内再構成し、生化学的解析および
構造生物学的解析を行った。その結果、!"#$ ヌクレオソームは、局所的に '($@
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ヒストン間の相互作用が弱いことが示唆された。!
最後に第 B 章では、"#$%& を含んだヌクレオソームの機能や構造安定性およ
び !"#$ ヌクレオソームの性質についてそれぞれ考察した上で、今後の展望につ
いて議論した。!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
 20 
第 ( 章 ,('$- を含むヌクレオソームの生化学的解析および構造生物学的解析"
(#!$" 序!
ヒストン "#$ バリアントの一つである "#$%& は、主要型 "#$! -VP+?@Rf) と比
較して、欠失も含めて F アミノ酸異なる。そのため、"#$%& は主要型 "#$ とは
異なる性質・機能を持つ可能性が考えられる。実際、"#$%& は老化細胞で集積が
見られ、ノックダウンすることによって老化細胞で起こる Y$YS 現象に関与す
る遺伝子の発現が抑制されることが報告されている（Q.2-5+P.01!%&'()%U!#;?E）。こ
のことから "#$%& は遺伝子の転写制御に関与することが示唆されるが、"#$%& を
含んだヌクレオソームの立体構造や物理的な性質に関する知見がないため、
"#$%& による転写制御機構の詳細は明らかになっていない。そこで本研究では
"#$%& ヌクレオソームの立体構造や物理的な性質について明らかにするために、
ヌクレオソームの試験管内再構成系を用いて"#$%&ヌクレオソームを再構成し、
主要型 "#$! -VP+?@Rf) ヌクレオソームと比較した生化学的解析および構造生物
学的解析を行った。本章ではこれらの結果について述べる。!
!
(#!$" 実験方法"
(#(#!$" リコンビナントヒストンタンパク質の精製および発現"
 本研究で使用したヒトの各種ヒストンタンパク質（"#$、"#$%&、"#R、"A%?、
"B）はすべて先行研究（>8e0540!%&'()%U!#;?F）を参考に、大腸菌内でリコンビナン
トタンパク質として発現させた後、精製した。以下に詳細を示す。!
 まず、ヒトの各種ヒストンタンパク質をコードする '($ 断片を、大腸菌用の
 21 
タンパク質発現ベクターである P)=?CO（(.34X+2）の *+%N サイトと #(,"N サイ
トの間に挿入した（以下、作成したプラスミド '($ を P"#$、P"#$%&、P"#R、
P"A%?、P"B と表記）。これらのプラスミド '($ をもちいることで、ヒストンタ
ンパク質を ( 末端に "01D タグとスロンビン認識配列が付加されたタンパク質と
して大腸菌内で発現させることが可能である。これにより、"01D タグを利用した
アフィニティー精製および、スロンビンを利用した "01D タグ配列の切除が可能
である。スロンビンを利用して "01D タグ配列を切除したリコンビナントヒスト
ンタンパク質には、最終的に WY"G の B アミノ酸が ( 末端に付加されている。!
 各種ヒストンタンパク質の発現・精製のために、まずプラスミド '($ を大腸
菌に導入し、形質転換を行った。"#$、"#$%&、"#R、"A%? の発現のために P"#$、
P"#$%&、P"#R、P"A%? を大腸菌 RH#?K')AL株に、"B の発現のために P"B を大腸
菌 &G?;MK')AL株にそれぞれ導入した。形質転換した大腸菌を、?;;![Xf:9 のアン
ピシリンを含む HR プレート上で AEiQ で一晩培養した。培養後、C;![Xf:9 のア
ンピシリンを含む HR 培地に植菌し、AEiQ で #E 時間培養した。その後、遠心分
離により菌体を回収し、ヒストン精製バッファー$（C;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、C;;!
:G!(4Q9、?!:G!SGYI、Cjグリセロール）に懸濁した。その後、超音波処理に
よって菌体を破砕した。大腸菌内で発現した各 "01D タグ融合ヒストンタンパク
質は不溶性画分に存在するため、超音波処理後の不溶性画分を遠心分離によっ
て分離し、ヒストン精製バッファーR（C;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、C;;!:G!(4Q9、
Cjグリセロール、E!G! グアニジン塩酸塩）を加えて超音波処理した後、BiQ で
一晩転倒混和し、"01D タグ融合ヒストンタンパク質を可溶化した。その後、遠心
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分離を行い、可溶化した "01D タグ融合ヒストンタンパク質を含む上清画分を回
収した。回収した上清画分を (0@(=$!4X45.1+!O+461（k04X+2）と混合し、BiQ で ?
時間転倒混和し、各 "01D タグ融合ヒストンタンパク質をビーズに吸着させた。
その後、ビーズをエコノカラムに充填し、ヒストン精製バッファーQ（C;!:G!=501@
"Q9!P"!F%;、C;;!:G!(4Q9、D!G! 尿素、Cj! グリセロール、C!:G! イミダゾール）
で洗浄した。そして C@C;;!:G! イミダゾールの直線濃度勾配で "01D タグ融合ヒ
ストンタンパク質を溶出した。"01D タグ融合ヒストンタンパク質を含む画分を
回収し、ヒストン精製バッファー'（?;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、#!:G!#@メルカプト
エタノール）に対して透析した。透析後の "01D タグ融合ヒストンタンパク質を
回収し、スロンビン（\4<.）を加えて "01D タグを切除した。"01D タグの切除後、
ヒストンタンパク質を G.2.Y!?Df?;;（W)!"+49-/,45+）カラムに吸着させ、ヒス
トン精製バッファー)（#;!:G!Q"AQ__(4!P"!C%#、#;;!:G!(4Q9、D!G! 尿素、?!
:G!)'=$、C!:G!#@メルカプトエタノール）でカラムを洗浄した。そして、#;;!
:G@F;;!:G!(4Q9 の直線濃度勾配でヒストンタンパク質を溶出した。ヒストン
タンパク質を含む画分を回収し、#!:G!#@メルカプトエタノールを含む水に対し
て B 回透析し、溶液の脱塩を行った。透析終了後、ヒストンタンパク質を含む溶
液を凍結乾燥し、ヒストンタンパク質をパウダー状にした。精製したヒストンタ
ンパク質は BiQ で保存した。!
 "#$%& の各種変異体も、上述の "#$%& の精製と同様の手法で精製した。!
!
!
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(#(#($" ヒストン複合体の再構成および精製"
 ヒストン複合体の再構成および精製は先行研究（'V+5!%&'()%U!#;;Ba!=4,/0]424!%&'
()%U!#;?;a!>8e0540!%&'()%U!#;?F）に従って行った。精製した "#$、"#R、"A%?、"B の
ヒストンパウダーを等モル比で混合し、合計のヒストンタンパク質の終濃度が
?%C!:Xf:9 になるように変性バッファー（#;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、E!G! グアニジ
ン塩酸塩、#;!:G!#@メルカプトエタノール）を加えて、BiQ で ? 時間半転倒混和
して変性させた。その後、ヒストン複合体バッファー（?;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、
#!G!(4Q9、?!:G!)'=$、C!:G!#@メルカプトエタノール）に透析し、ヒストン八
量体を再構成した。再構成したヒストン八量体は、ヒストン複合体バッファーで
平衡化した Y8P+56+J!#;;（W)!"+49-/,45+）ゲルろ過カラムクロマトグラフィーに
よって分離・溶出し精製した。精製したヒストン八量体は限外濾過によって濃縮
した後、@F;iQ で保存した。!
 "#$%& および "#$%& の各種変異体を含むヒストン複合体についてもすべて同
様の操作を行った。!
!
(#(#)$" ヌクレオソーム再構成用の %&' の精製"
 第 # 章の研究では、?MME 年に H8X+5 博士らが報告した、ヌクレオソームの `
線結晶構造解析で使用されたα@サテライト由来の ?BD 塩基対 '($ 断片を用い
た（H8X+5!%&'()%U!?MME）。'($ 断片の精製は、先行研究に倣って行った（'V+5!%&'
()%U! #;;B）。目的の ?BD 塩基対のα@サテライト由来 '($ 断片はパリンドロミッ
クであるため、プラスミド '($ には目的配列の半分に相当する EA 塩基対の
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'($ 配列がタンデムに挿入されている。まず、このプラスミド '($ を大腸菌
内で増幅させ、プラスミド '($ を大量調製した。大量調製したプラスミド '($
を -./Zg で処理して '($ 断片をプラスミドから切り出した後、得られた '($
断片の両末端のリン酸基の脱リン酸化処理および-./ZN処理して目的の'($断
片の半分に相当する EA 塩基対の '($ 断片を調製した。この EA 塩基対の '($
断片から、-./ZN 処理によって生じた突出末端同士をライゲーションさせて、目
的の ?BD 塩基対の '($ 断片を得た。最終的な '($ 断片の両末端は平滑末端と
なっている。精製した ?BD 塩基対のα@サテライト由来の二本鎖 '($ 断片の片
方の鎖の配列を以下に示す。!
?BD!OP! α@サテライト由来 '($!
KCT@L$=Q$$=$=QQ$QQ=WQ$W$==Q=$QQ$$$$W=W=$===WW$$$Q=WQ=QQ
$=Q$$$$WWQ$=W==Q$WQ=W$$==Q$WQ=W$$Q$=WQQ====W$=WW$WQ$
W===QQ$$$=$Q$Q====WW=$W$$=Q=WQ$WW=WW$=$==W$=K@ATL!
!
(#(#*$" ヌクレオソームの試験管内再構成および精製"
 精製したヒストン複合体と二本鎖 '($ を用いて、先行研究（=4,/0]424!%&'()%U!
#;?;a!>8e0540!%&'()%U!#;?F）を参考に、塩透析法と呼ばれる手法によりヌクレオソ
ームを試験管内で再構成をした。まず '($ とヒストン複合体を、'($ が終濃
度 ;%F!:Xf:9、ヒストン複合体が '($ に対してモル比で ?%Fl# 倍になるように #!
G!>Q9 条件下で混合し、B;;!:9 の ZR@/0X/! バッファー（?;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、
#!G!>Q9、?!:G!)'=$、?!:G!'==）に透析した。透析外液に ZR@9.] バッファ
ー（?;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、#C;!:G!>Q9、?!:G!)'=$、?!:G!'==）を ;%F!:9f:02
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で加えながら、撹拌された透析外液を ;%F!:9f:02 で排出し、透析外液の塩濃度を
徐々に下げてヌクレオソームを再構成した。?D;;!:9 の ZR@9.] バッファーを用
いて透析外液を交換した後、再度 B;;!:9 の ZR@9.] バッファーに対して透析し
た。ヒストンと '($ の非特異的な結合を解消するために CCiQ で # 時間熱処理
した後、分取用電気泳動装置 G.6+9!BM?!S5+P!Q+99（R0.@Z46）を用いて、非変性ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動を行い、=QY バッファ （ー#;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、
?!:G!'==）によってサンプルを溶出した。精製したヌクレオソームは限外濾過
によって濃縮した後、氷上保存した。!
!
(#(#+$" ヌクレオソームの 7&380 感受性試験"
 ヌクレオソーム（?%#![X）と G(41+（;%E# ユニット）を、C;!:G!=501@"Q9!P"!
F%;、#C!:G!(4Q9、#%C!:G!Q4Q9#、?%M!:G!'== となるように D;![9 の反応溶液を
調製し、AEiQ で反応させた。その後、; 分から ?C 分の間に、それぞれの時間で
?;![9 ずつ回収し、C![9 のタンパク質分解溶液（#;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、#;!:G!
)'=$、;%?j!Y'Y、;%C!:Xf:9!P5.-+0241+!>）を加えて反応を停止させた。そして、
反応産物を非変性 S$W) にて展開し、)-R5 によって染色した。!
!
(#(#.$" ヌクレオソームの熱安定性試験"
 ヌクレオソームの熱安定性試験は、先行研究（=4X8,/0!%&'()%U!#;?Ba!$50:854!%&'()%U!
#;?B）を参考に行った。##%C!P:.9 のヌクレオソームが、#;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、
?;;!:G!(4Q9、?!:G!'==、CmYcSZ_!_542X+（Y0X:4@$9650,/）となるように #;![9
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の反応溶液を調製した。調製した反応溶液のうち ?M![9 を MD ウェル SQZ プレー
トに入れ、Y-+P_2+S981 リアルタイム SQZ（$PP90+6!R0.1V1-+:1）を用いて、#CiQ
から MCiQ まで ? 分間で ?iQ ずつ温度を上昇させ、その際の YcSZ_!_542X+ の蛍
光シグナルを検出した。得られたシグナルの強度は以下の式に基づいて正規化
した。ここで IK=Lは =iQ における蛍光強度を示す。!
IK=L2.5:490^+6!n!oIK=L!p!IK#DL!f!IKMCL!@!IK#DLq!
!
(#(#/$" ヌクレオソームの結晶化および構造決定"
 "#$%& を含むヌクレオソームの立体構造を決定するために、` 線結晶構造解析
を行った。結晶化のために、精製した "#$%& ヌクレオソームを QQY バッファー
（#;!:G! カコジル酸カリウム! P"!D%;、?!:G!)'=$）に透析し、A%;!:Xf:9 とな
るように限外濾過により濃縮した。結晶化はハンギングドロップ蒸気拡散法に
より行った。?![9 の "#$%& ヌクレオソームと、?![9 のドロップ溶液（#;!:G! カ
コジル酸カリウム! P"!D%;、C;!:G!>Q9、??;!:G!G2Q9#）をカバーガラス上で混
合した。その後、ただちにカバーガラスを C;;![9 のリザーバー溶液（#;!:G! カ
コジル酸カリウム P"!D%;、B;!:G!>Q9、E;!:G!G2Q9#）が入った容器に被せて密
封し、#;iQ で静置した。得られた結晶を BiQ にて、クライオプロテクタント溶
液に浸した後、液体窒素で瞬間凍結した。!
 高エネルギー加速器研究機構 S/.-.2!I4,-.5V の RH@?$ ビームラインおよび、
大型放射光施設 YS502X@F の RHB?`d ビームラインにて、凍結した "#$%& ヌクレ
オソームの結晶に ` 線を照射し回折データを収集した。収集した回折データの
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指数付け、積分、スケーリングには `'Y ソフトウェア（>4O1,/!#;?;4U!O）を用
いた。その後、既知のヌクレオソーム構造（S'R!N'b!Cc;Q、$50:854!%&'()%U!#;?F）
をサーチモデルとして、S/41+5 プログラム（G,Q.V!%&'()%U!#;;E）による分子置換
法によって位相を決定した。その後、S")(N` ソフトウェア（$64:1!%&'()%U!#;?;）
を用いた構造の精密化と Q__=（):19+V!%&'()%U!#;;B）を用いた手動でのモデル修
正を繰り返すことで立体構造を決定した。結晶構造に関わる作図には SVG_H プ
ログラム（/--PbffPV:.9%.5X）を用いた。!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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(#)$" 実験結果"
(#)#!$" ヒストンバリアント ,('$- および主要型ヒストンの精製"
 ヒストンバリアント "#$%& がヌクレオソームの構造に与える影響を調べるた
めに、ヒストンバリアント "#$%& を含むヌクレオソームを解析した。そのため
にまず、ヒトの "#$%& を大腸菌を用いてリコンビナントタンパク質として発現
させ、精製した。精製方法はすべて主要型のヒストンと同じ方法（>8e0540!%&'()%U!
#;?F）を用いた。まず、大腸菌 RH#?（')A）で発現させた "01D タグ融合 "#$%&
を、変性条件下で (0@(=$!4X45.1+ を用いたアフィニティークロマトグラフィー
によって粗精製した（図 B$）。次に "01D@"#$%& に含まれる "01D タグをスロンビ
ンによって切除した。"01D タグが切除されていることを Y'Y@S$W) によって解
析した（図 BR）。その結果、スロンビンを加える前後でバンドシフトが見られる
ことから "01D タグが切除されていることが考えられる。さらに、"#$%& を精製
するために G.2.Y カラムを用いたカラムクロマトグラフィーを行い、分画した
サンプルを Y'Y@S$W) によって解析した（図 BQ）。解析の結果、"#$%& を高純度
に精製することに成功し、これを最終精製物とした。!
!
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!
図 * ヒストンタンパク質の精製"
$% "01D タグ融合 "#$%&（"01D@"#$%&）を (0@(=$!4X45.1+ を用いたアフィニティ
ークロマトグラフィーで粗精製した結果。溶出した各画分を Y'Y@S$W) によっ
て展開した後、QRR によってタンパク質を染色した。!
R% ! "01D@"#$%& をスロンビンで処理した結果。!
Q% ! "#$%& を G.2.Y カラムクロマトグラフィーによって精製した結果。溶出し
た各画分を Y'Y@S$W) によって展開した後、QRR によってタンパク質を染色し
た。!
!
!
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(#)#($",('$- を含むヌクレオソームの再構成および精製"
 精製したヒストンを用いてヒストン八量体を再構成し、さらに ?BD 塩基対の
α@サテライト由来の二本鎖 '($ と混合し、塩透析法によってヌクレオソーム
を再構成した。再構成した '($@ヒストン複合体を S5+P! Q+99 を用いた非変性
S$W) によって精製し、濃縮したサンプルを最終精製物とした。精製したヌクレ
オソームを非変性 S$W) で解析した結果、"#$%& ヌクレオソームは "#$! ヌクレ
オソームと同様の単一バンドとして確認された（図 C$）。更に、精製したヌクレ
オソームを Y'Y@S$W) によって展開し、複合体中に含まれるタンパク質を解析
した（図 CR）。その結果、"#$%& ヌクレオソームは主要型 "#$ ヌクレオソーム
と同様に各種ヒストンのバンド強度が同程度であることが確認された。このこ
とから、"#$%& は主要型 "#$ と同様にヒストン八量体に '($ が巻き付いたヌ
クレオソーム構造を形成していることが示唆された。!
!
!
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!
!
図 + ヌクレオソームの精製"
$% 再構成に用いた '($、および精製した "#$ あるいは "#$%& を含んだヌク
レオソームを非変性 S$W) により展開し、)-R5 によって '($ を染色した。
（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
R% 精製した "#$ あるいは "#$%& を含んだヌクレオソームを Y'Y@S$W) によっ
て展開し、QRR によってタンパク質を染色した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、
改変）!
!
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(#)#)$",('$- を含むヌクレオソームの 7&380 感受性解析"
 次に、再構成した "#$%& ヌクレオソームが、通常のヌクレオソームと同様に
?BD 塩基対の '($ がヒストン複合体に巻き付いた構造であるかを確認するため
に、G(41+ に対する感受性を解析した（図 D$）。G(41+ はヌクレアーゼの一種
であり、タンパク質と結合していない '($ 領域を優先的に切断する性質を持つ。
そのため、ヌクレオソームに対して G(41+ を反応させた場合には、ヒストン複
合体から解離している '($ を優先して切断するため、ヌクレオソーム中でのヒ
ストン複合体に巻き付いている '($ の長さを推定することができる。また、
G(41+ 感受性が低い場合には '($ がヒストン複合体から解離する頻度が低い
ことを意味し、'($ 末端が安定的にヒストンに結合していることが示唆される。!
再構成・精製した "#$ ヌクレオソームおよび "#$%& ヌクレオソームについて
G(41+ に対する感受性を解析した結果、G(41+ によって消化される '($ のバ
ンドパターンを "#$ と "#$%& とで比較すると、ともに ?BD 塩基対のバンド強度
が徐々に減弱し、より短いさまざまな長さの '($ 断片が生じることが確認され
た（図 DR）。このことから、"#$%& ヌクレオソームは、主要型の "#$ ヌクレオ
ソームと同様に ?BD塩基対の'($がヒストン複合体に巻き付いた構造をしてい
ることがわかった。またこの実験を A 回行い、未消化の ?BD 塩基対の '($ 断片
を定量し '($ の消化効率を見積もった（図 DQ）。その結果、"#$%& ヌクレオソ
ームは "#$ ヌクレオソームと比べて、G(41+ 感受性が僅かであるが低かった。
そのため、"#$%& ヌクレオソームは '($ 末端が安定的にヒストンと結合してい
ることが示唆された。!
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!
図 . 7&380 感受性解析"
$% G(41+ 感受性解析の模式図!
R% ?BD 塩基対のα@サテライト '($ を含む "#$ ヌクレオソーム（レーン #@E）
あるいは "#$%& ヌクレオソーム（レーン F@?A）を G(41+ によって ;@?C 分間反
応させた。タンパク質分解処理後のサンプルを非変性 S$W) により展開し、)-R5
によって '($ を染色した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
Q% "#$ ヌクレオソームと "#$%& ヌクレオソームの G(41+ 感受性解析を A 回行
い、消化されなかった '($ 断片を定量した。A 回行った際の平均値をプロット
し、標準偏差をエラーバーとして示した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
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(#)#*$",('$- を含むヌクレオソームの安定性解析"
 次に、"#$%& ヌクレオソームの安定性を熱安定性試験によって解析した。熱安
定性試験は、目的タンパク質などを蛍光物質である YcSZ_!_542X+ と混合し、温
度を上昇させた際のタンパク質の熱変性を蛍光シグナルとして検出することで
目的タンパク質などの熱安定性を測定する試験である。YcSZ_!_542X+ は、タン
パク質の疎水性表面に結合すると蛍光を発する性質を持つため、ヌクレオソー
ムの場合では、温度上昇によってヌクレオソームが崩壊した際に、ヒストンタン
パク質の疎水性表面が露出し、そこに YcSZ_!_542X+ が結合して蛍光を発する
（=4X8,/0!%&'()%U!#;?B）。!
先行研究から、熱安定性試験において、ヌクレオソームの崩壊は # 段階の反
応で起こることが知られている（図 E$）。まず ? 段階目の反応として、ヌクレオ
ソームから "#$@"#R 二量体が解離し、"A@"B と '($ からなる複合体が保持さ
れる。# 段階目の反応として、"A@"B が '($ から解離することでヌクレオソー
ムは完全に崩壊する。先行研究（=4X8,/0!%&'()%U!#;?B）で報告されているように、
主要型 "#$ ヌクレオソームでは "#$@"#R が解離する ? 段階目のピークと、"A@
"B が解離する # 段階目のピークが確認された（図 ER、Q）。そこで "#$%& ヌク
レオソームについて熱安定性試験を行ったところ、"#$ ヌクレオソームと比較
して、? 段階目のピークが高温側へシフトした。一方で # 段階目のピークについ
ては "#$ ヌクレオソームと "#$%& ヌクレオソームとでは同じ位置にピークが見
られた。この結果から、"#$%& が主要型の "#$!-VP+?@Rf) と比べて、"#$@"#R 二
量体がヌクレオソーム中に安定的に保持されるような、安定なヌクレオソーム
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構造を形成していることが示唆された。"#$%& ヌクレオソームの構造安定性が高
いという性質は、"#$%& がクロマチンに安定的に保持されるために重要な性質で
あると考えられる。!
 次に、"#$%& ヌクレオソームの構造安定性を担うアミノ酸を同定するために、
変異体解析を行った。先行研究（Q.2-5+P.01!%&'()%U!#;?E）において、"#$%& の細胞
内での機能には Q 末端領域が重要であることが示されている。そこで "#$%& 特
異的な Q 末端領域のアミノ酸配列に着目し、変異体を設計した。具体的には
"#$%& 特異的な Q 末端領域のアミノ酸配列 k>=>Y> を主要型 "#$!-VP+?@Rf) の
Q 末端領域のアミノ酸配列 "">$>W> に置換した "#$%&,1] を作製した。精製し
た "#$%&,1] を用いて、ヌクレオソームの再構成および精製を行った。その結果、
"#$%&,1] は野生型の "#$%& と同様の効率でヌクレオソームを形成することが明
らかになった（図 F$、R）。精製した "#$%&,1] ヌクレオソームを用いて熱安定性
試験を行った結果、"#$%&,1] ヌクレオソームは野生型の "#$%& ヌクレオソーム
と類似した熱変性のプロファイルが得られた（図 FQ、'）。このことから、"#$%&
の特異的な Q 末端領域は、"#$%& ヌクレオソームに見られる構造安定性に寄与
しないことが明らかになった。!
 次に、"#$%& の ?D 番目のセリン、B; 番目のアラニン、MM 番目のリジンを、そ
れぞれ対応する "#$! -VP+?@Rf) のスレオニン、セリン、アルギニンに置換した、
"#$%&（Y?D=）、"#$%&（$B;Y）、"#$%&（>MMZ）を作製した。精製した点変異体
"#$%& を含むヌクレオソームの再構成および精製を行った。その結果、各点変異
体 "#$%& は野生型の "#$%& と同様の効率でヌクレオソームを形成することが明
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らかになった（図 M$、R）。精製した各点変異体 "#$%& ヌクレオソームを用いて
熱安定性試験を行った結果、"#$%&（Y?D=）、"#$%&（>MMZ）ヌクレオソームは、
野生型の"#$%&ヌクレオソームとほぼ同じ熱変性のプロファイルが得られた（図
MQ、' 左および右のパネル）。一方で、"#$%&（$B;Y）ヌクレオソームは、野生
型の "#$%& ヌクレオソームと比べて ? 段階目のピークが低温側へシフトする、
つまり "#$%&（$B;Y）ヌクレオソームは野生型の "#$%& ヌクレオソームと比べ
て熱安定性が低いことが確認された（図 MQ、' 中央のパネル）。このことから、
B; 番目のアラニンが "#$%& の構造安定性に重要であることが明らかになった。!
!
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!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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図 / ,('$- を含むヌクレオソームの安定性解析"
$% ヌクレオソームの熱安定性試験の模式図!
R% "#$ あるいは "#$%& ヌクレオソームの、各温度における蛍光シグナルの強
度を正規化し、プロットした。試験は A 回行い、平均値と標準偏差を図に示し
た。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
Q% パネル R の蛍光シグナル強度の微分プロット。試験は A 回行い、平均値と
標準偏差を図に示した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
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!
図 6 ,('$-489 を含むヌクレオソームの安定性解析"
$% ! 再構成に用いた '($、および精製した "#$、"#$%& あるいは "#$%&,1] ヌ
クレオソームを非変性 S$W) により展開し、)-R5 によって '($ を染色した。
（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
R% ! 精製した "#$、"#$%& あるいは "#$%&,1] ヌクレオソームを Y'Y@S$W) によ
って展開し、QRR によってタンパク質を染色した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、
改変）!
Q% "#$、"#$%& および "#$%&,1] ヌクレオソームの各温度における蛍光シグナル
の強度を正規化し、プロットした。試験は A 回行い、平均値と標準偏差を図に示
した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
'% パネル Q の蛍光シグナル強度の微分プロット。試験は A 回行い、平均値と
標準偏差を図に示した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
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図 : ,('$- 変異体を含むヌクレオソームの安定性解析"
$% ! 再構成に用いた '($、および精製した "#$、"#$%& あるいは "#$%& 変異
体ヌクレオソームを非変性 S$W) により展開し、)-R5 によって '($ を染色し
た。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
R% ! 精製した "#$、"#$%& あるいは "#$%& 変異体ヌクレオソームを Y'Y@S$W)
によって展開し、QRR によってタンパク質を染色した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より
引用、改変）!
Q% "#$、"#$%& および "#$%& 変異体ヌクレオソームの各温度における蛍光シグ
ナルの強度を正規化し、プロットした。試験は A 回行い、平均値と標準偏差を図
に示した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
'% パネル Q の蛍光シグナル強度の微分プロット。試験は A 回行い、平均値と
標準偏差を図に示した。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
パネル Q と ' において、左、中央、右の A つのパネルで "#$ ヌクレオソームと
"#$%& ヌクレオソームはそれぞれ同じ蛍光シグナルデータである。!
!
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!
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!
!
!
!
!
!
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(#)#+$",('$- を含むヌクレオソームの構造解析"
"#$%& ヌクレオソームの構造安定性解析の結果、"#$ ヌクレオソームと比べ
て、"#$%& ヌクレオソームは安定な構造体であることがわかった。そこでその詳
細な分子機構を明らかにするために、"#$%& ヌクレオソームの ` 線結晶構造解
析を行い、"#$%& ヌクレオソームの立体構造を決定することとした。精製した
"#$%& ヌクレオソームを用いてハンギングドロップ蒸気拡散法による結晶化を
行った。得られた結晶を用いて ` 線回折実験を行い、回折データを収集し、解
析することで "#$%& ヌクレオソームの立体構造を #%#?!r 分解能で決定した（図
?;$）。構造解析における統計値を表 # に示す。結晶構造から、"#$%& ヌクレオ
ソームの全体構造は、主要型の "#$!-VP+?@Rf) を含むヌクレオソームと非常に類
似していることが明らかになった。!
 構造決定した "#$%& ヌクレオソーム（S'R!N'b!D>g'）と、既知の "#$ ヌクレ
オソームの立体構造（S'R!N'b!Cc;Q）とを構造比較した（図 ?;R@)）。"#$%& ヌ
クレオソームと "#$ ヌクレオソームを重ね合わせた際の、"#$%& 分子と "#$ 分
子の主鎖の Q#の距離を計算した結果、主鎖に関して大きく構造が異なる領域は
なかった（図 ?;R）。図 ?;R において、EA 番目のアミノ酸付近で 5%:%1%6%が高い
値となっているが、これはもともと EA 番目のアミノ酸付近は結晶構造中におい
て原子の揺らぎが大きい領域であり、揺らぎが大きい領域同士で主鎖の Q#の距
離を比較したためであり、アミノ酸の違いによる構造変化ではないと考えられ
る。構造決定した "#$%& ヌクレオソームにおいて、"#$%& 特異的な ?; 番目のバ
リンを含む ( 末端のテール領域および Q 末端のテール領域は結晶中で運動性が
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高いため、構造が見えなかった。そこで、その他の "#$%& で特徴的な ?D 番目の
セリン、B; 番目のアラニン、MM 番目のリジン周辺の構造について、主要型 "#$!
-VP+?@Rf) の対応するアミノ酸の周辺の構造とより詳細に比較した。A@C の熱安
定性解析の結果から "#$%& の構造安定性に関わらないことが明らかになった ?D
番目のセリンおよび MM 番目のリジンと、対応する "#$ ヌクレオソームの ?D 番
目のスレオニンおよび MM 番目のアルギニンとの間の 5%:%1%6%はそれぞれ ;%C!r と
;%#!r であり、主鎖の構造に大きな違いがないことが分かった（図 ?;R）。また、
"#$%& の ?D 番目のセリンは '($ のリン酸骨格と、"#$%& の MM 番目のリジンは
"B の MB 番目のグリシンに近い位置にあるが、距離を測るとそれぞれ C%#!r と
B%#!r であったことから、これらは相互作用していないと考えられる（図 ?;Q、
)）。そして、興味深いことに、変異体解析の結果 "#$%& の構造安定性に関わる
ことが明らかになった、H? ループ領域内にある "#$%& の B; 番目のアラニンに
ついても、対応する "#$ の B; 番目のセリンの主鎖との間の 5%:%1%6%は ;%#!r で
あったことから、主鎖の構造に関して大きな違いがないことが明らかになった。
一方で、"#$%& の B; 番目のアラニンの疎水性の側鎖が、"#R の FM 番目のイソ
ロイシンの疎水性の側鎖と A%F!r の距離にあることがわかった。一般的に、疎水
性の側鎖が集まることで疎水性のコアを形成し、安定な構造を形成する。このこ
とから、"#$%& の B; 番目のアラニンによる "#$%& ヌクレオソームの安定化は、
B; 番目のアミノ酸が親水性のセリン残基から疎水性のアラニン残基に変化した
ことによる、側鎖のわずかな疎水性の変化によるものであると推測される。!
!
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図 !; ,('$- ヌクレオソームの立体構造"
$% "#$%& ヌクレオソームの全体構造（S'R!N'b!D>g'）。構造中において "#$%&
の分子をマゼンタで示した。!
R% "#$%& ヌクレオソームと "#$ ヌクレオソームを重ね合わせた後、"#$%& 分
子と "#$ 分子の各アミノ酸の Q#原子の 5%:%1%6%を計算した。# 分子の "#$ 分子
（,/402!Q と ,/402!W）の 5%:%1%6%の平均値を縦軸、アミノ酸番号を横軸としてプロ
ットした。（=424<4!%&'()%U!#;?M より引用、改変）!
Q、'、)% "#$%& に特徴的な Y?D、$B;、>MM の周辺構造（左のパネル）、それに
対応する "#$ ヌクレオソーム（S'R! N'b!Cc;Q）の =?D、YB;、ZMM の周辺構造
（中央のパネル）。Q.2-.85!9+3+9!?%#σ（Q および '）あるいは ;%Eσ（)）を閾値
として、電子密度マップを表示した。右のパネルには "#$%& と "#$ の ?D 番目、
B; 番目、MM 番目のアミノ酸の周辺構造を重ね合わせたものを表示した。!
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(#*$" 考察"
(#*#!$",('$- ヌクレオソームの老化細胞での役割"
ヒストン "#$ バリアントの一つである "#$%& は、最近の研究により、老化細
胞に集積しており、老化細胞で見られる Y$YS 現象に関与する遺伝子の発現制
御に寄与することが示唆されている（Q.2-5+P.01!%&'()%U!#;?E）。そのため、"#$%&
は主要型 "#$ とは異なる性質・機能を持つ可能性が考えられる。そこで本研究
では "#$%& ヌクレオソームの物理的性質および立体構造に焦点を当てて解析し
た。その結果、01'20&3/ において "#$%& ヌクレオソームは主要型 "#$!-VP+?@Rf) ヌ
クレオソームと比べ、"#$@"#R 二量体がヌクレオソーム中に保持されやすいこ
とが明らかになった。これまでに 01'20&3/ において安定性の低いヌクレオソーム
は 01'202/ においても不安定であり、01'20&3/ において安定性の高いヌクレオソー
ムは 01' 202/ でも安定である、といった一定の相関関係がある（".50<.1/0!%&' ()%U!
#;?Aa!>8e0540!%&'()%U!#;?Da!d54/4:4!%&'()%U!#;?Da!"45464!%&'()%U!#;?Fa!".50<.1/0!%&'()%U!
#;?M）。そのため "#$%& も生体内において、主要型 "#$!-VP+?@Rf) よりも安定的
にクロマチンに取り込まれてヌクレオソームを形成していることが期待される。
老化細胞における Y$YS 現象に関与する遺伝子発現制御においては、"#$%& 特異
的な Q 末端領域が機能的に重要であることが知られているが（Q.2-5+P.01! %&' ()%U!
#;?E）、本研究の解析からはこの Q 末端領域はヌクレオソームの物理的性質およ
び立体構造には影響を与えないことが確認された。このことから "#$%& 特異的
な Q 末端領域は、先行研究（Q.2-5+P.01!%&'()%U!#;?E）で提唱されているように、
"#$%& の Q 末端領域を特異的に認識するようなタンパク質が存在し、そのタン
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パク質が結合することで Y$YS 関連遺伝子の発現が調節されているのかもしれ
ない。つまり "#$%& が特定の '($ 領域に取り込まれた際に、安定なヌクレオソ
ーム構造を維持しており、その "#$%& ヌクレオソームをターゲットとする何か
しらの因子をリクルートし、その因子を安定的にその領域にとどめることが老
化細胞における "#$%& の機能として重要なのではないかと考えている。"#$%& の
Q 末端領域には、ヒストンバリアント "#$%` の Q 末端領域の Yk モチーフ配列
に似た配列が存在する。"#$%` の場合はこの Yk モチーフ中のセリン残基がリ
ン酸化を受け、このモチーフを認識するタンパク質が集積する（>022+5! %&' ()%U!
#;;F）。"#$%&の Ykモチーフがリン酸化を受けるかは現時点では不明であるが、
今後の解析が期待される。!
!
(#*#($",(' の <! ループの多様性"
 変異体解析の結果、"#$%& の構造安定性に寄与するアミノ酸は B; 番目のアラ
ニンであることが明らかになった。この B; 番目のアラニンは "#$ の中でも H?
ループと呼ばれる領域に存在する（図 ?;'）。"#$ の H? ループ領域はヌクレオ
ソーム分子の中で、# 分子の "#$ が近接する領域であり、"#R や '($ とも近
い距離にある。これまでの先行研究から、"#$ のヒストンバリアントである
"#$%hおよび:4,5."#$は主要型"#$とH?ループ領域に構造差異があること、
H? ループが構造安定性および細胞内動態に寄与することが知られている
（Q/4<54345-/V! %&' ()%U! #;;Ca! Q/4<54345-/V! 426! H8X+5U! #;;D! a! ".50<.1/0! %&' ()%U! #;?Aa!
".50<.1/0!%&'()%U!#;?M）。本研究結果から、"#$%& の場合、H? ループ領域のアミノ
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酸の主鎖の構造変化を起こすことなく構造安定性を変化させていることが明ら
かになった。このことから、H? ループのアミノ酸置換は構造変化に伴わずとも
構造安定性に寄与するという新たな知見を得た。!
 ヒトの場合、主要型 "#$ は ?? 種類存在し、その中には今回の研究で構造安定
性に寄与することが明らかになった B; 番目のアミノ酸について、セリンである
主要型 "#$ と、"#$%& と同じくアラニンである主要型 "#$ の # タイプがある
（図 #）。そのため、主要型 "#$ もセリン型とアラニン型とで構造安定性が異な
ることが想定される。近年、主要型 "#$ アイソフォームのひとつである "#$!
-VP+?@Q はエストロゲン受容体標的遺伝子の制御に関わること、テロメアの反復
配列上に局在してゲノム安定性に寄与することが報告がされている（Y8! %&' ()%U!
#;?Ba!Y8!%&'()%U!#;?D）。このように特定の主要型 "#$ アイソフォームの特徴的な
機能に、主要型 "#$ に複数存在するアミノ酸多型による構造安定性の違いが寄
与している可能性が考えられる。!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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第 ) 章 !"#$" 01231405" 配列を含むヌクレオソームの生化学的解析および構造
生物学的解析"
)#!$" 序"
 '($ 配列はヌクレオソーム構造を規定する上で重要な因子の一つである。し
かしながら、これまでにヌクレオソームの構造解析に主に用いられてきた '($
配列はα@サテライト由来 '($ と \06.:!D;?!'($ の # 種類の人工的な '($ 配
列である。クロマチンにおけるゲノム '($ の機能発現制御を理解する上では、
生体内の天然の '($ 配列を含んだヌクレオソームの構造および性質を知る必
要がある。!
そこでマウス !"#$!+2/42,+5（(?）配列に注目した。マウス !"#$!+2/42,+5（(?）
配列は、生体内でヌクレオソームを形成しており、さらに複数の転写因子も結合
することが知られている（Q05099.!426!h45+-U!?MMMa!Q05099.!%&'()%U!#;;#a!I+52426+^!%&'
()%U!#;?M）。しかしながら、!"#$!+2/42,+5（(?）配列を含んだヌクレオソーム自
体の構造や性質は不明である。そこで !"#$!+2/42,+5（(?）配列を含むヌクレオ
ソームを再構成・精製し、生化学的解析および構造生物学的解析を行った。本章
ではこれらの結果について述べる。!
!
!
!
!
!
!
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)#($" 実験方法"
)#(#!$" ヒストンタンパク質の精製およびヒストン複合体の調製"
 ヒストンタンパク質は、#@#@? と同様の方法で大腸菌を用いたリコンビナント
タンパク質として精製した。精製したヒストンタンパク質を用いて、#@#@# と同
様の方法でヒストン複合体を調製した。!
!
)#(#($" ヌクレオソーム再構成用の %&' の精製"
 第 A 章の研究では、\06.:!D;?!'($（以下、D;?!'($ と表記）とマウス !"#$!
+2/4:,+5（(?）'($ の # 種類の '($ 配列を用いた。!
これらの二本鎖 '($ 断片を二通りの方法で精製した。? つ目の方法は、先行
研究（'V+5!%&'()%U!#;;B）を参考にした、大腸菌内で増幅させたプラスミド '($
から精製する方法である。まず、目的の '($ が -./Zg 認識配列を介してタン
デムに並んだ配列を挿入したプラスミド '($ を大腸菌内で増幅させた。その後
大腸菌からプラスミド '($ を精製し、-./Zg で処理することで目的の '($ 断
片を切り出した。その後、S)W 沈殿法によりベクター'($ と目的 '($ 断片と
を分画し、最後に =Y>!X+9!')$)@CS\ カラム（=_Y_"）を用いて精製した。# つ
目は目的 '($ 断片を SQZ により増幅し、精製する方法である。この方法では
まずプラスミド '($ をテンプレートに SQZ 法により目的の '($ 断片を増幅
させる。その後、フェノール・クロロホルム抽出により酵素等を除去し、最後に
分取用電気泳動装置 G.6+9! BM?!S5+P!Q+99（R0.@Z46）を用いた非変性ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動によって精製した。大腸菌を用いた精製方法では、D;?!
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'($ 配列を含んだ ?BE 塩基対の D;? 配列（以下、?BE!OP!D;?!'($ と表記）、?MA
塩基対の D;? 配列（以下、?MA!OP!D;?!'($ と表記；$50:854!%&'()%U!#;?#）および
!"#$!+2/42,+5!'($ に -./Zg 認識配列を加えた ?FD 塩基対の !"#$!+2/42,+5!'($
配列（以下、?FD!OP!!"#$!'($ と表記）、?BE 塩基対の !"#$! 50X/-!P.10-0.2!'($
（以下、?BE!OP! "#$!50X/-!'($）を精製した。また SQZ を用いた精製方法では、
'($ の片側の CT末端が QVC でラベルされた ?BE 塩基対の D;? 配列（以下、QVC@
?BE!OP!D;?!'($ と表記）と ?BE 塩基対の !"#$!+2/42,+5!50X/-!'($（以下、QVC@
?BE!OP!!"#$!50X/-!'($ と表記）および ?F; 塩基対の !"#$!+2/42,+5!'($（以下、
?F;!OP! "#$!'($ と表記）を精製した。精製した二本鎖 '($ 断片の片方の鎖の
配列を以下に示す。!
!
?BE!OP!D;?!'($!
KCT@L$=QW$W$$=QQQWW=WQQW$WWQQWQ=Q$$==WW=QW=$W$Q$WQ=Q=$
WQ$QQWQ==$$$QWQ$QW=$QWQWQ=W=QQQQQWQW====$$QQWQQ$$WWW
W$==$Q=QQQ=$W=Q=QQ$WWQ$QW=W=Q$W$=$=$=$Q$=QQW$=K@ATL!
?MA!OP!D;?!'($!
KCT@L$=QWW$QQQ=$=QWQW$WQQ$WWQQ=W$W$$=QQWW=WQQW$WWQQWQ=
Q$$==WW=QW=$W$Q$WQ=Q=$WQ$QQWQ==$$$QWQ$QW=$QWQWQ=W=QQ
QQQWQW====$$QQWQQ$$WWWW$==$Q=QQQ=$W=Q=QQ$WWQ$QW=W=Q$
W$=$=$=$Q$=QQ$WWQQ==W=W=QWQW$$$==Q$=$W$=K@ATL!
!
!
!
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?FD!OP!!"#$!'($!
KCT@L$=QQW$W$=WW=$Q===W=W=Q=QQ=WQ=Q=W=Q$WQ$WWWQ$Q=W=$Q=
=WQ=W$=$QQ$WWW$$=W===W==Q==$$$=$QQ$=Q$==QQWW$QW=W===W
QQ==WWQQ$W====QQ$=W=$Q$=WQ$W$$$W$$W===WW$Q=W$=Q$$=$Q
$W=QQ=Q=WQQ===$$$WQ$$=$WW$$$W$=K@ATL!
?BE!OP!!"#$!50X/-!'($!
KCT@L$=Q$WWWQ$Q=W=$Q==WQ=W$=$QQ$WWW$$=W===W==Q==$$$=$QQ
$=Q$==QQWW$QW=W===WQQ==WWQQ$W====QQ$=W=$Q$=WQ$W$$$W$$
W===WW$Q=W$=Q$$=$Q$W=QQ=Q=WQQ===$$$WQ$$=$W$=K@ATL!
QVC@?BE!OP!D;?!'($!
KCT@LKQVC@L$=QW$W$$=QQQWW=WQQW$WWQQWQ=Q$$==WW=QW=$W$Q$WQ
=Q=$WQ$QQWQ==$$$QWQ$QW=$QWQWQ=W=QQQQQWQW====$$QQWQQ$
$WWWW$==$Q=QQQ=$W=Q=QQ$WWQ$QW=W=Q$W$=$=$=$Q$=QQW$=K@ATL!
QVC@?BE!OP!!"#$!50X/-!'($!
KCT@LKQVC@L$WQ$WWWQ$Q=W=$Q==WQ=W$=$QQ$WWW$$=W===W==Q==$$$
=$QQ$=Q$==QQWW$QW=W===WQQ==WWQQ$W====QQ$=W=$Q$=WQ$W$$
$W$$W===WW$Q=W$=Q$$=$Q$W=QQ=Q=WQQ===$$$WQ$$=$WW$K@ATL!
?F;!OP!!"#$!'($!
KCT@LQW$W$=WW=$Q===W=W=Q=QQ=WQ=Q=W=Q$WQ$WWWQ$Q=W=$Q==WQ
=W$=$QQ$WWW$$=W===W==Q==$$$=$QQ$=Q$==QQWW$QW=W===WQQ==
WWQQ$W====QQ$=W=$Q$=WQ$W$$$W$$W===WW$Q=W$=Q$$=$Q$W=Q
Q=Q=WQQ===$$$WQ$$=$WW$$$K@ATL!
!
!
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)#(#)$" ヌクレオソームの試験管内再構成および精製"
 精製したヒストン複合体と !"#$''($ あるいは D;?!'($ を用いて、#@#@A と
同様の方法でヌクレオソームを再構成・精製した。!
!
)#(#*$"7&380 を用いたヌクレオソームポジショニングの解析"
ヌクレオソームの形成位置を解析するために、G(41+ を用いてヌクレオソー
ムのポジショニングを解析した。まずヌクレオソームを #;!:G!")S)Y@(4_"!P"!
E%C、?!:G!'== のバッファーに透析しバッファーを交換した。このヌクレオソ
ームに対して、最終濃度が ;%Cjになるようにホルムアルデヒドを加え、#CiQ で
A; 秒間静置して '($ とヒストンタンパク質を架橋し、次に最終濃度が #;;!:G
になるようにグリシンを加えて架橋反応を停止させた。その後、再度 =QY バッ
ファーに透析しバッファーを交換した。架橋したヌクレオソーム（;%D! [X）と
G(41+（;%#B ユニット）を C;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、#C!:G!(4Q9、#%C!:G!Q4Q9#、
?%M!:G!'== となるように D;![9 の反応溶液を調製し、AEiQ で反応させた。その
後、各時間で ?;![9 ずつ回収し、C![9 のタンパク質分解溶液（#;!:G!=501@"Q9!P"!
F%;、#;!:G!)'=$、;%?j!Y'Y、;%C!:Xf:9!P5.-+0241+!>）を加えて反応を停止させ
た。その後 '($ とヒストン間の架橋を外すために、最終濃度が B#;!:G になる
ように (4Q9 を加えて DCiQ で一晩静置した。その後、反応産物の一部を非変性
ポリアクリルアミドゲル電気泳動により展開し、)-R5 で染色した。およそ ?BC 塩
基対まで '($ が消化されたことを確認した反応産物について、\0^456!Yg!W+9!
426!SQZ!Q9+42@dP!YV1-+:（S5.:+X4）を用いて '($ 断片を精製し、>9+2.]!*54X:+2-
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および =B!P.9V28,9+.-06+!<0241+ で処理した。その後、-./Zg を用いて直鎖化し、
QN$S を用いて脱リン酸化処理した PW)G@=@+41V ベクターにライゲーションし
挿入した。挿入した '($ 配列について、'($ シーケンスを解析した。シーケ
ンス解析は I$YG$Q に外注した。!
!
)#(#+$" 次世代シーケンサーを用いたヌクレオソームポジショニング解析"
 ヌクレオソーム（;%D![X）と G(41+（;%#B ユニット）を C;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、
#C!:G!(4Q9、#%C!:G!Q4Q9#、?%M!:G!'== となるように D;![9 の反応溶液を調製
し、AEiQ で反応させた。その後、各時間で ?;![9 ずつ回収し、C![9 のタンパク質
分解溶液（#;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、#;!:G!)'=$、;%?j!Y'Y、;%C!:Xf:9!P5.-+0241+!
>）を加えて反応を停止させた。その後、反応産物の一部を非変性ポリアクリル
アミドゲル電気泳動により展開し、)-R5 で染色した。およそ ?BC 塩基対まで '($
が消化されたことを確認した反応産物について、\0^456!Yg!W+9!426!SQZ!Q9+42@
dP!YV1-+:（S5.:+X4）を用いて '($ 断片を精製し、N998:024!G0Y+7（N998:024!>%>%a!
dY$）を用いて '($ シーケンス解析を行った。その後のデータ処理には、IH$Y"
（G4X.,! %&' ()%U! #;??a! 3+510.2! ?%#%??U! .P-0.2b! @:! ?;! @G! #;;）、および R_\=N)
（H42X:+46!%&'()%U!#;;Ma!3+510.2!?%#U!.P-0.21b!@3A!@:?）を用いた。!
!
!
!
!
!
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)#(#.$"=>?'!"@!/;#*/(Aの精製"
 まずヒト I.J$?! K?E;@BE#Lをコードする '($ 断片を、大腸菌用のタンパク質
発現ベクターである P)=#?4（(.34X+2）を改変したベクターの *+%N サイトと
45/N サイトの間に挿入した。このプラスミド '($ を用いることで、ヒト I.J$?!
K?E;@BE#Lの Q 末端に S5+Y,0110.2 認識配列と YdG_@"01Dタグが付加されたタンパ
ク質として大腸菌内で発現させることが可能である。このプラスミド '($ で大
腸菌 RH#?! K')AL!Q.6.2S981!ZNH 株KY-54-4X+2+Lを形質転換した。形質転換した大
腸菌を、?;;![Xf:9 のアンピシリンを含む HR プレート上で、AEiQ で一晩培養し
た。プレート上のコロニーを、C;![Xf:9 のアンピシリン、?E%C![Xf:9 のクロラム
フェニコールを含む HR 培地に植菌し、A;iQ で培養した。_'D;; 値が ;%F になっ
た時点で、終濃度 ;%C!:G! になるように NS=W を加え、?FiQ で一晩培養した。そ
の後、遠心分離により菌体を回収し、バッファー?（C;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、C;;!
:G!(4Q9、Cjグリセロール、?!:G!SGYI）に懸濁し、超音波処理した。I.J$?K?E;@
BE#L@YdG_@"01D は不溶性画分に存在するため、超音波破砕後の不溶性画分を遠
心分離によって分離し、バッファー#（C;!:G!=501@"Q9!P"!F%;、C;;!:G!(4Q9、E!
G! グアニジン塩酸塩、Cj! グリセロール）を加えて超音波処理した後、BiQ で一
晩転倒混和し、目的タンパク質を可溶化した。その後、遠心分離を行い、可溶化
した目的タンパク質を含む上清を回収した。回収した上清画分を (0@(=$!4X45.1+!
O+461（k04X+2）と混合し、BiQ で ? 時間転倒混和し、目的タンパク質をビーズに
吸着させた。その後、ビーズをエコノカラムに充填し、バッファーA!（C;!:G!=501@
"Q9!P"!F%;、C;;!:G!(4Q9、! D!G! 尿素、Cj! グリセロール、C!:G! イミダゾール）
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で洗浄した。そして C@C;;!:G! イミダゾールの直線濃度勾配で溶出した。I.J$?!
K?E;@BE#L@YdG_@"01D を含む画分を回収し、透析バッファー?（C;!:G!=501@"Q9!P"!
E%C、C;;!:G!(4Q9、?;!j! グリセロール、#!:G!#@メルカプトエタノール）に透
析した。その後、S5+Y,0110.2!P5.-+41+ を加えて、透析バッファー#! （#;!:G!=501@
"Q9!P"!E%C、#;;!:G!(4Q9、?;j! グリセロール、#!:G!#@メルカプトエタノール）
に透析した。YdG_@"01D タグを切除した I.J$?! K?E;@BE#Lを G.2.Y! CfC;! KW)!
"+49-/,45+Lカラムを用いて精製し、透析バッファー（#;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、?;;!
:G!(4Q9、?;j! グリセロール、#!:G!#@メルカプトエタノール、?!:G!GXQ9#）
に透析した。透析後、液体窒素で急速凍結して@F;iQ で保存した。!
!
)#(#/$"=>?'! 結合試験"
 ?FD!OP!!"#$! 28,9+.1.:+! K終濃度 ;%#![GLと I.J$?! K?E;@BE#Lの終濃度が ;U! ;%BU!
;%F![G になるように混合し、?;![9 の反応液（#;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、?;;!:G!
(4Q9、?!:G!GXQ9#、?!:G!'==）中で、室温で A; 分間静置した。反応液を非変
性 S$W) により展開し、)-R5 によって染色した。!
"
)#(#6$" クライオ電子顕微鏡測定用サンプルの調製"
 !"#$ ヌクレオソームをクライオ電子顕微鏡で観察するために、W54I0J 法
（>41-2+5!%&'()%U!#;;F）によりサンプルを調製した。?FD 塩基対の !"#$!+2/42,+5
配列を用いて再構成したヌクレオソーム（最終濃度 B![G）と I.J$?! K?E;@BE#L
（最終濃度 ?#%#![G）を、#;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、C;!:G!(4Q9、;%#C!:G!GXQ9#、
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;%#C!:G!#@メルカプトエタノール、;%#C!:G!'== となるように調製し、室温で A;
分間静置した。静置した反応溶液を、W54I0J バッファー$（?;!:G!")S)Y@(4_"!
P"!E%C、#;!:G!(4Q9、?!:G!'==、Cjスクロース）および W54I0J バッファーR
（?;!:G!")S)Y@(4_"!P"!E%C、#;!:G!(4Q9、?!:G!'==、#Cjスクロース、Bj
パラホルムアルデヒド）を使って作成した濃度勾配溶液の上に積層した。濃度勾
配の作製には W5460+2-!G41-+5（RN_Q_GS）を用いた。その後、密度勾配溶液を、
Y\#F ローター（R+,<:42!Q.89-+5）を用い BiQ、#EU;;;!5P: の条件で、?D 時間遠
心分離した。遠心後の密度勾配の上層から ?%A!:9 ずつ回収し、ヌクレオソーム
が含まれる画分を、電顕バッファー（?;!:G!")S)Y@(4_"!P"!E%C、?!:G!'==）
に透析した。透析後のサンプルは限外濾過により濃縮した。!
!
)#(#:$" クライオ電子顕微鏡によるヌクレオソームの測定および構造決定"
 W54I0J 法で精製したサンプルを用いて、クライオ電子顕微鏡による観察を行
った。精製したサンプル #%C![9 を k842-0*.09（Z?%#f?%A!#;;@:+1/!Q8）グリッドに
のせ、g0-5.O.-!G45<!Ng（=/+5:.!I01/+5、"0991O.5.、dY$）を用いて、液化エタン
で瞬間凍結した。作製したグリッドはクライオ電子顕微鏡 =49.1!$5,-0,4（=/+5:.!
I01/+5、"0991O.5.、dY$）および I49,.2!A! 検出器（=/+5:.!I01/+5、"0991O.5.、dY$）
を用いて観察し、データを取得した。!
 撮影したデータは G_=N_(Q_Z#（h/+2X!%&'()%U!#;?E）を用いてフレームをア
ライメントした。その後の画像処理は Z)HN_(!#%? ソフトウェア（Y,/+5+1U!#;?#a!
Y,/+5+1U!#;?D）を用いて行った。D;!r の 9.]!P411! *09-+5 をかけた既知のヌクレオ
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ソーム構造（S'R!N'bAHh;、g4186+342!%&'()%U!#;?#）を初期構造とし、三次元構造
を再構成した。最終の三次元構造の分解能は、I.850+5!Y+99!Q.55+94-0.2（IYQ）の
値が ;%?BA となる値とした（Y,/+5+1U!#;?D）。密度マップは G$SG$(（>9+V]+X-!
%&'()%U!#;;B）を用いて正規化した。H.,49!5+1.98-0.2!:4P は Z)YG$S（>8,8<+9O05!%&'
()%U!#;?B）を用いて作製した。得られた密度マップへの構造の当てはめには dQYI!
Q/0:+54 を用い、構造の作図には dQYI!Q/0:+54 および dQYI!Q/0:+54` を用いた
（S+--+51+2!%&'()%U!#;;Ba!W.66456!%&'()%U!#;?E）。!
!
)#(#!;$" ヌクレオソームの %&380B 感受性試験"
 #;;!2X のヌクレオソームと '(41+N を、AC!:G!=501@"Q9!P"!E%C、?;!:G!(4Q9、
?%C!:G!G2Q9#、?%D!:G!'== となるように ?;![9 の反応溶液を調製し、#DiQ で ?C
分間反応させた。その後、C![9 のタンパク質分解溶液（#;!:G!=501@"Q9!P"!E%C、
#;!:G!)'=$、;%?j!Y'Y、;%C!:Xf:9!P5.-+0241+!>）を加えて反応を停止させた。
そして、反応産物を非変性 S$W) にて展開し、)-R5 によって染色した。!
!
)#(#!!$"%&380B フットプリント試験"
'($ の片側の CT末端が QVC でラベルされたヌクレオソーム（A![X）と '(41+N
（? あるいは B ユニット）を、?C!:G!=501@"Q9!P"!E%C、?%C!:G!GXQ9# となるよう
に ##![9 の反応溶液を調製し、#CiQ で C 分間反応させた。その後、D![9 のタンパ
ク質分解溶液（AA!:G!)'=$、?#%B!:Xf:9!P5.-+0241+!>）を加えて反応を停止させ
た。その後、フェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿を行い、反応後の
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'($ 断片を精製した。精製した '($ 断片は、尿素変性ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動により展開した。泳動後、QVC のシグナルを $:+51/4:!=VP/..2!1,422+5
（W)!"+49-/,45+）を用いて検出した。!
!
)#(#!($" ヌクレオソームの熱安定性試験"
 精製した ?BE!OP!!"#$! 50X/- ヌクレオソームと ?BE!OP!D;? ヌクレオソームを用
いて、#@#@D と同様の手法で熱安定性試験を行った。!
!
)#)$" 実験結果"
)#)#!$"!"#$"01231405（&!）配列を含むヌクレオソームの再構成・精製"
 精製した ?F; 塩基対の !"#$! +2/42,+5（(?）'($ とヒストン八量体を混合し
塩透析法によって、!"#$! +2/42,+5（(?）'($ を含んだヌクレオソーム（以降、
!"#$ ヌクレオソームと表記）を再構成した。再構成した '($@ヒストン複合体
を S5+P!Q+99 を用いた非変性 S$W) によって精製し、濃縮したサンプルを最終精
製物とした。精製した '($@ヒストン複合体を非変性 S$W) で解析した結果、
'($ とは異なる泳動度の位置に単一なバンドが確認された（図 ??$）。更に、精
製した '($@ヒストン複合体を Y'Y@S$W) によって展開して複合体中に含まれ
るタンパク質を解析した（図 ??R）。その結果、各種ヒストンが均一に含まれて
いることが確認された。このことから、生体内の !"#$!+2/42,+5（(?）領域の '($
配列を用いてヌクレオソーム構造を試験管内で再構成することができたことが
示唆された。!
 60 
!
!
!
!
図 !! !"#$ヌクレオソームの精製"
$% 再構成に用いた '($、および精製した !"#$!+2/42,+5（(?）配列を含んだヌ
クレオソームを非変性 S$W) により展開し、)-R5 によって '($ を染色した。
（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F より引用、改変）!
R% 精製した !"#$ ヌクレオソームを Y'Y@S$W) によって展開し、QRR によっ
てタンパク質を染色した。（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F より引用、改変）!
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)#)#($"!"#$ヌクレオソームのヌクレオソーム形成位置の解析"
 今回の !"#$ ヌクレオソームの再構成に用いた '($ は、これまで先行研究で
広く使われてきた ?F; 塩基対の # 本鎖 '($ 断片である。実際にヌクレオソーム
を形成するために必要な '($ の長さは約 ?BC@?BE 塩基対であるため、今回のよ
うに ?F; 塩基対の # 本鎖 '($ 断片を用いると、どの位置にヌクレオソームが形
成されているかがわからない。今回の ?F; 塩基対の !"#$!+2/42,+5（(?）配列を
用いた再構成の場合、先行研究の G(41+ と制限酵素を用いたポジショニング解
析の結果から、左寄りのポジショニング（H+*-! P.10-0.2）と右寄りのポジショニ
ング（50X/-!P.10-0.2）があることが知られている（G,S/+51.2!%&'()%U!?MMD）。しか
しこのポジショニング解析の結果には C 塩基程度の振れ幅が存在した。ヌクレ
オソーム中でポジショニングが C 塩基ずれた場合、ヌクレオソーム中の '($ が
溶媒側に向くかヒストン側に向くかが変わってしまうため、転写因子の結合配
列の位置を議論する場合には不便である。そこで !"#$ ヌクレオソームのヌクレ
オソーム形成位置を ? 塩基分解能で決定することを目指して、ポジショニング
を解析した。!
'($@ヒストン間をホルムアルデヒドで架橋した !"#$ ヌクレオソームに対し
てタンパク質と結合していない '($ 領域を優先的に切断する G(41+ で処理し
た。G(41+ で処理したヌクレオソームをタンパク質分解処理した後、残された
'($ 断片を非変性 S$W) で展開したところ、約 ?BC 塩基対まで '($ が消化さ
れていることが確認された（図 ?#$）。この約 ?BC 塩基対の '($ 断片がヌクレ
オソームを形成している領域であることが考えられるため、この '($ 断片のシ
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ーケンスを解析した。その結果、DCj（#; 個のうち ?A 個）の '($ 断片が ?F;
塩基対の !"#$! +2/42,+5（(?）配列のうちの A# 番目から ?EF 番目までの ?BE 塩
基対の断片であり、#Cj（#; 個のうち C 個）が ? 番目から ?BC 番目までの ?BC
塩基対の断片であることが確認された（図 ?#R）。このことから ?F; 塩基対の
!"#$!+2/42,+5（(?）配列上では、A# 番目から ?EF 番目までの 50X/-!P.10-0.2 に優
先的にヌクレオソームが形成されることが示唆された。!
 この実験結果を確認するためさらに、両末端に A 塩基対ずつ付加された ?FD
塩基対の !"#$!+2/42,+5（(?）配列を用いてヌクレオソームを再構成し、ホルム
アルデヒドによる架橋をしていない条件下で G(41+ によってリンカー'($ を
消化し、得られた '($ 断片を次世代シーケンサーによってシーケンスを解析し
た。得られた '($ 配列の中央に相当する部分をプロットした結果、先程の解析
結果と同様に、'($ 配列の右端付近にヌクレオソームが形成された 50X/-!P.10-0.2
と左端付近にヌクレオソームが形成された 9+*-!P.10-0.2 の # 種類のヌクレオソー
ム形成位置があり、50X/-!P.10-0.2 が優先的に形成される傾向にあることが明らか
になった（図 ?#Q）。!
!
!
!
!
!
!
!
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!
!
!
!
図 !( !"#$ヌクレオソームのヌクレオソーム形成位置の解析"
$% ホルムアルデヒドで架橋した !"#$ ヌクレオソームを G(41+ で処理したも
のをタンパク質分解処理した後、非変性 S$W) で展開した。（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F
より引用、改変）!
R% ?F; 塩基対の !"#$ ヌクレオソームを G(41+ で処理して得られた約 ?BC 塩
基対の '($ 断片を PW)G@=@+41V ベクターに挿入し、挿入した '($ 断片の塩基
配列をシーケンスした。得られた #; 個の断片の配列をアライメントし、割合を
示した。図中の +W、+" は I.J$? 結合配列の位置を示している。（=4<0^4]4!%&'()%U!
#;?F より引用、改変）!
Q% ?FD 塩基対の !"#$ ヌクレオソームを G(41+ で処理して得られた約 ?BC 塩
基対の '($ 断片を次世代シーケンサーを用いてシーケンス解析した。得られた
'($ 断片の CT末端から EA 塩基対の箇所をヌクレオソーム中の '($ の中央とし
てプロットした。（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F より引用、改変）!
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)#)#)$"!"#$ヌクレオソームへの =>?'! 結合解析"
 !"#$ ヌクレオソームには I.J$? が結合することが報告されている（Q05099.!%&'
()%U!#;;#a!Q05099.!%&'()%U!#;;#）。今回、I.J$?@!"#$ ヌクレオソーム複合体の構造解
析を目指して、I.J$? の '($ 結合ドメインおよびヒストン結合ドメインを含む
I.J$?! K?E;@BE#Lを精製した。この I.J$?! K?E;@BE#Lが !"#$ ヌクレオソームに結
合するかをゲルシフトアッセイによって確認した結果、I.J$?!K?E;@BE#Lは !"#$
ヌクレオソームに結合することが確認できた（図 ?A）。!
!
!
!
!
図 !) !"#$ヌクレオソームへの =>?'! 結合試験"
!"#$ ヌクレオソームに対する I.J$?! K?E;@BE#Lの結合活性をゲルシフトアッセ
イによって解析した。!
!
!
!
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)#)#*$" クライオ電子顕微鏡を用いた !"#$ヌクレオソームの構造解析"
 次に、I.J$? と !"#$ ヌクレオソーム複合体の立体構造の決定を試みた。これ
までに、ヌクレオソームの立体構造は主に ` 線結晶構造解析によって決定され
てきた（H8X+5!%&'()%U!?MMEa!'43+V!%&'()%U!#;;#a!g4186+342!%&'()%U!#;?;a!I5.8]1!%&'()%U!
#;?D）。しかしながら ` 線結晶構造解析のためには前提条件としてタンパク質結
晶を得る必要があり、構造中に運動性が高い領域が含まれている場合や、構造に
多様性がある場合には不向きである。今回調製した I.J$?@!"#$ ヌクレオソー
ム複合体には、ヌクレオソームのリンカー'($ 領域といった運動性の高い領域
や I.J$? の天然変性領域といった構造を持たない領域が含まれるため、` 線結
晶構造解析に不向きであると考えた。そこで、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒
子解析に注目した。クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析は、サンプルを溶液
中で瞬間凍結し、クライオ電子顕微鏡により多数の画像を取得し、さまざまな向
きのサンプルの画像を平均化し、最終的には三次元構造を再構成する手法であ
る。この手法の利点の一つとして、事前にタンパク質結晶を得る必要がないこと
が挙げられる。そのため近年、単粒子解析によるヌクレオソーム単体やヌクレオ
ソームとその結合因子との複合体の新規立体構造が多数報告されている（Q/84!
%&'()%U!#;?Da!\091.2!%&'()%U!#;?Da!H08!%&'()U!#;?Ea!Q/0--.50!%&'()%U!#;?Fa!>8e0540!%&'()%U!#;?Fa!
G4-18:.-.!%&'()%U!#;?M）。!
 そこで、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析によって、立体構造解析を行
った。?FD 塩基対の !"#$!+2/42,+5（(?）'($ 配列を含むヌクレオソームと I.J$?!
K?E;@BE#Lを用いて W54I0J 法によりパラホルムアルデヒドで架橋して複合体を精
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製し、クライオ電子顕微鏡によって観察した（図 ?B$）。合計 #A?A 枚の画像を撮
影し、得られた画像から粒子を拾い集め、平均化し、三次元構造を再構成した結
果、合計 ?AMABA 個の粒子を用いて B%C!r 分解能の立体構造を得た（図 ?BR、Q お
よび表 A）。この構造ではリンカー'($ 領域の一部についても密度マップとして
見ることができた。A@A@# の結果から今回の構造解析に用いた !"#$ ヌクレオソ
ームには 50X/-! P.10-0.2 と 9+*-! P.10-0.2 のものがそれぞれ DCj、#Cjの割合で含ま
れており、今回の B%C!r 分解能の構造ではそれら２つは区別できていない。した
がって得られた構造は 50X/-!P.10-0.2 と 9+*-! P.10-0.2 の混ざったものである。得ら
れた立体構造が 50X/-! P.10-0.2 あるいは 9+*-! P.10-0.2 であると仮定した際の、# ヶ
所に存在する I.J$ 結合配列の位置をマッピングした（図 ?B'）。今回の解析で
は、'($ 結合領域とヒストン結合領域を持つ I.J$? 断片（?E;@BE#、Q05099.!%&'()%U!
#;;#）を !"#$ ヌクレオソームに加えてサンプルを調製したのにもかかわらず、
得られた構造には I.J$? 由来の密度マップは I.J$ 結合配列周辺を含め、どこ
にも見られなかった（図 ?BQ、'）。これは、クライオ電子顕微鏡で観察するため
のグリッド作成の過程で I.J$? が解離してしまったためであると考えられる。!
 目的の I.J$?@!"#$ ヌクレオソーム複合体の立体構造は得られなかったが、
!"#$ ヌクレオソーム単体の構造を B%C!r 分解能で得ることには成功した。そこ
で !"#$ ヌクレオソームの構造的性質について解析することとした。そのために
まず、得られた !"#$ ヌクレオソームの立体構造を、過去に報告されている
\06.:!D;? 配列を含むヌクレオソームの構造と比較した。\06.:!D;? 配列は安
定的にヌクレオソームを形成し、ヌクレオソーム形成位置が一つに定まること
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が知られている配列である（H.]45V!426!\06.:!?MMF）。先行研究において、クラ
イオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析で得られた D;? 配列を含むヌクレオソーム
の立体構造は、` 線結晶構造解析によって得られた立体構造と大きな違いがな
いことが報告されている（g4186+342!%&'()%U!#;?;a!Q/84!%&'()%U!#;?D）。本解析で得
られた !"#$ ヌクレオソームの密度マップを、` 線結晶構造解析で得られた D;?
ヌクレオソームのモデル構造およびクライオ電子顕微鏡による単粒子解析で得
られた D;? ヌクレオソームの密度マップと構造比較した。その結果、ヒストン
と '($ の結合位置も含めて !"#$ ヌクレオソームと D;? ヌクレオソームとで構
造は極めて似ていることが明らかになった（図 ?C$、R）。しかし、!"#$ ヌクレ
オソームについて、領域ごとの分解能を表す 9.,49! 5+1.98-0.2!:4P を見てみると、
!"#$ ヌクレオソーム中の '($ の分解能が低い領域が存在することが明らかに
なった（図 ?CQ、左のパネル）。これは !"#$ ヌクレオソーム中の '($ は運動性
が高いことを示唆するものである。一方で、D;? 配列を含むヌクレオソームのク
ライオ電子顕微鏡解析による構造ではこのような領域があることは報告されて
いない（Q/84!%&'()%U!#;?D）。特に、!"#$ ヌクレオソームの構造中で運動性が高い
'($ 領域にはヒストンタンパク質と近接するような領域も含まれていた（図
?CQ、右のパネル）。このことから、!"#$!+2/42,+5（(?）'($ は、D;?!'($ と比
べてヌクレオソーム中のヒストンと緩く結合していることが示唆された。!
!
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図 !* !"#$ヌクレオソームの立体構造"
$% !"#$ ヌクレオソームのクライオ電子顕微鏡画像。（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F より
引用）!
R% !"#$ ヌクレオソームの単粒子解析によって得られた二次元平均像の一部。
R.J の一辺の長さは ?M%D!2: に相当する。（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F より引用）!
Q% リンカー'($ を含む !"#$ ヌクレオソームの三次元構造（)G'R!N'bDFMF）。
Q.2-.85!9+3+9!C%Aσを閾値として、密度マップを表示した。!
'% リンカー'($ を含む !"#$ ヌクレオソームの三次元構造に # つ存在する
I.J$ 結合配列の位置（+W サイトおよび +" サイト）を示した。+W サイトおよ
び +" サイトをそれぞれ赤色と黄色で示した。上の段が 50X/-! P.10-0.2 の際の +W
サイトおよび +" サイトの位置。下の段が 9+*-! P.10-0.2 の際の +W サイトおよび
+" サイトの位置。!
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!
図 !+ !"#$ヌクレオソームと .;! ヌクレオソームとの構造比較"
$% !"#$ ヌクレオソームの密度マップと D;? ヌクレオソームの結晶構造の比
較。!"#$ ヌクレオソームの密度マップを C%Aσで表示し（灰色、)G'R!N'bDFMF）、
D;? ヌクレオソームのモデル構造（青色、S'R!N'b!AHh;）を当てはめた。!
R% ! !"#$ ヌクレオソームと D;? ヌクレオソームの密度マップの比較。!"#$ ヌ
クレオソームの密度マップを C%Aσで表示し（灰色、)G'R! N'bDFMF）、D;? ヌク
レオソームの密度マップ（青色、)G'R!N'b!F?B;）を重ね合わせた。!
Q% !"#$ ヌクレオソームの 9.,49!5+1.98-0.2!:4P。A%D!r から F%D!r の範囲で示し
た（右のパネル）。破線で示した範囲に対応する D;? ヌクレオソームのモデル構
造（左のパネル）。ヒストン "A および "B をそれぞれ緑色と青色で示した。F%D!
r よりも分解能が低い '($ の領域を赤色で示した。（=4<0^4]4!%&' ()%U! #;?F より
引用）!
!
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)#)#+$"!"#$ヌクレオソームの %&380B 感受性解析"
 D;?!'($ と比べて、!"#$!+2/42,+5（(?）'($ がヒストンタンパク質と緩く結
合しているかを検証するために、!"#$ ヌクレオソームと D;? ヌクレオソームと
を '(41+N 処理を行い、その感受性を比較した。'(41+N は、タンパク質と結合し
ていない '($ を優先して分解するエンドヌクレアーゼであり、'($@タンパク
質相互作用解析でよく使用されている。'($ がヒストンタンパク質と緩く結合
しているのであれば、'(41+N に対する感受性が高いことが期待される。!
 本解析では、?FD 塩基対の !"#$! +2/42,+5（(?）配列を含んだ !"#$ ヌクレオ
ソームと ?MA 塩基対の D;? 配列を含んだ D;? ヌクレオソームをそれぞれ '(41+N
処理した後に、タンパク質分解処理することで酵素反応を停止した。反応後の
'($ 断片を非変性 S$W) によって解析した（図 ?D$）。その結果、D;? ヌクレオ
ソームは '(41+N で処理すると ?B;@?C; 塩基対程度の単一のバンドとして現れる
のに対して（図 ?D$、レーン F@?A）、!"#$ ヌクレオソームについては単一バン
ドにならず、複数の長さの異なるバンドが現れた（図 ?D$、レーン #@E）。これ
は、'(41+N に感受性が高い箇所が複数あり、そこで切断が起こっているためで
あると考えた。この結果から、!"#$ ヌクレオソーム中の '($ は D;? ヌクレオ
ソームと比べて、ヒストンに緩く結合していることが示唆された。!
 次に、!"#$ヌクレオソーム中の!"#$!+2/42,+5!（(?）'($配列のどこが'(41+N
に感受性が高いのか、つまりヒストンとの相互作用が弱いのかを解析するため
に、'(41+N を用いたフットプリント解析を行った。本解析では QVC ラベルした
?BE 塩基対の !"#$!50X/-!P.10-0.2!'($ を含むヌクレオソームと ?BE 塩基対の D;?
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配列を含むヌクレオソームをそれぞれ '(41+N で処理した後、タンパク質分解処
理およびフェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿を行い '($ 断片を回
収した。回収した '($ 断片を尿素変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動によっ
て解析した（図 ?DR）。その結果、50X/-! P.10-0.2 の !"#$ ヌクレオソームにおい
て、QVC でラベルした '($ 末端から約 #; 塩基、あるいは約 B; 塩基の箇所にお
いて D;? ヌクレオソームでは見られないバンドが得られたことから、この領域
が '(41+N! に対する感受性が高い領域であることが確認された。この領域は
!"#$ ヌクレオソームの立体構造において 9.,49! 5+1.98-0.2 が低い領域とも一致し
た（図 ?DQ）。以上のことから、! ヌクレオソーム中において !"#$!+2/42,+5（(?）
'($ は局所的に緩くヒストンタンパク質と結合していることが示唆された。!
!
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!
図 !. !"#$ヌクレオソームの %&380B 感受性解析"
$% ?FD 塩基対の !"#$ ヌクレオソーム（レーン #@E）と ?MA 塩基対の D;? ヌク
レオソーム（レーン F@?A）を '(41+N（;、;%;?、;%;#、;%;A、;%;B、;%;C! ユニッ
ト）によって ?C 分間反応させた。タンパク質分解処理後のサンプルを非変性
S$W) により展開し、)-R5 によって '($ を染色した。（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F より
引用、改変）!
R% ?BE 塩基対の 50X/-! P.10-0.2 の !"#$ ヌクレオソーム（レーン #@A）と ?BE 塩
基対の D;? ヌクレオソーム（レーン C@D）を '(41+N（? あるいは B! ユニット）に
よって C 分間反応させた。除タンパク質処理後のサンプルを尿素変性ポリアク
リルアミドゲル電気泳動により展開し、QVC の蛍光を検出した。ゲル画像の横に
示した黒線は '(41+N 感受性の高い領域を示している。（=4<0^4]4!%&' ()%U! #;?F よ
り引用、改変）!
Q% !"#$ ヌクレオソームの 9.,49!5+1.98-0.2!:4P に対して、'(41+N フットプリン
ト解析で明らかになった '(41+N 感受性の高い領域を示した。!
!"#$%&マ
ーカ
ー
'(()*
'+()*
,-))
' . /
'0()*
0 1 2 3 + 4 '('''.'/'0
!"#$) 2('
' . / 0 1 2 3
!5#6
!
"
7
) マ
ーカ
ー)
83
/)
9:
;
!
"#
$)
<=>
?:
)!
"
7
2(
')
!
"
7
!"#$%&
!
"#
$)
<=>
?:
) ヌ
クレ
オソ
ーム
2(
')
ヌク
レオ
ソー
ム
9:
/()*
.()*
0()*
1()*
2()*
3()*
+()*
! "
#
3.6 4.6 5.6 6.6 7.6 8.6
 74 
)#)#.$"!"#$ヌクレオソームの熱安定性解析"
 これまでの解析から、!"#$!+2/42,+5（(?）'($ 配列を含むヌクレオソームは、
局所的に '($ がヒストンタンパク質と緩く結合していることが示唆された。そ
の場合、ヌクレオソーム中のヒストンが維持されにくく、ヌクレオソームの安定
性が低いことが考えられる。そこで熱安定性試験による ?BE 塩基対の 50X/-!
P.10-0.2 の !"#$ ヌクレオソームと ?BE 塩基対の D;? ヌクレオソームの構造安定
性を比較した。その結果、D;? ヌクレオソームと比べて !"#$ ヌクレオソームで
は、"#$@"#R の解離を示す ? 段階目のピークおよび "A@"B の解離を示す # 段階
目のピークそれぞれの、低温側へのシフトが確認された（図 ?E$、R）。このこと
から、!"#$ ヌクレオソームは D;? ヌクレオソームと比べて熱に対する安定性が
低いことが明らかになった。これは、!"#$ ヌクレオソームは '($ とヒストン
との相互作用が弱く、局所的に緩んだ構造になっていることに起因すると考え
られる。!
!
!
!
!
!
!
!
!
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図 !/ !"#$ヌクレオソームの熱安定性解析"
$% !"#$ ヌクレオソームおよび D;? ヌクレオソームの各温度における蛍光シグ
ナルの強度を正規化し、プロットした。試験は A 回行い、平均値と標準偏差を図
に示した。（=4<0^4]4!%&'()%U!#;?F より引用、改変）!
R% パネル $ の蛍光シグナル強度の微分プロット。試験は A 回行い、平均値と
標準偏差を図に示した。!
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)#*$"!"#$ヌクレオソームの性質と機能の考察"
 本研究では、マウスの !"#$!+2/42,+5（(?）'($ 配列を用いたヌクレオソーム
を試験管内で再構成し構造生物学的解析および生化学的解析を行った。その結
果、!"#$ ヌクレオソーム中の '($ は局所的にヒストンと緩く結合しているこ
とが明らかになった。!"#$! +2/42,+5（(?）'($ には I.J$ や W$=$B といった
パイオニア転写因子が結合することが知られている（Q05099.! 426! h45+-U! ?MMMa!
Q05099.!%&'()%U!#;;#a!I+52426+^!%&'()%U!#;?M）。!"#$ ヌクレオソームにおける '($ の
局所的な緩みは、I.J$ や W$=$B がヌクレオソーム中の標的 '($ 配列に結合す
るのを助けるのかもしれない。パイオニア転写因子が結合した後、クロマチンリ
モデリング因子などがリクルートされることによって、ヌクレオソームの位置
の移動や解離が起こることが知られている（=4<4<8!%&'()%U!#;?D）。その際に !"#$
ヌクレオソームの局所的な '($ の緩みあるいは構造安定性の低さが助けにな
るのかもしれない。今後の !"#$ ヌクレオソーム上でのパイオニア転写因子結合
の解析が期待される。!
 !"#$ ヌクレオソームの局所的な '($ の緩みと熱安定性の低さは '($@ヒス
トン間の相互作用が局所的に弱いことに起因すると考えられる。しかしながら、
今回の我々が構造決定した !"#$ ヌクレオソームの分解能では '($@ヒストン間
の相互作用の詳細については議論できない。この点については今後のさらなる
高分解能での構造解析が必要である。!
!
!
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第 * 章 総合討論"
*#!$" 構造安定なヌクレオソームを形成するヒストンバリアントの役割"
 本研究により、ヒストンバリアント "#$%& を含むヌクレオソームは構造安定
性が高いことが明らかになった。これまでに "#$%& と同じように熱安定性試験
の結果から構造安定性の高いヌクレオソームを形成することが報告されている
ヒストンバリアントとして "#$%` と "A%c が存在する（>8e0540!%&'()%U!#;?Da!Y/45:4!
%&'()%U!#;?M）。"#$%` は '($ 二重鎖切断損傷に応答してリン酸化修飾され、リン
酸化修飾された "#$%` を認識する因子が結合する足場となることが知られてい
る（>022+5!%&'()%U!#;;F）。"A%c は組織特異的に発現するヒストンバリアントであ
り（\0+6+:422!%&' ()%U! #;?;）、クロマチンの高次構造を変化させて転写に必要な
因子群を呼び込むことで転写を促進することが示唆されている（>8e0540! %&' ()%U!
#;?D）。構造安定なヌクレオソームを形成するヒストンバリアントの機能につい
てまとめると、①特定の細胞や特定の刺激に応答して発現あるいはクロマチン
に取り込まれ、②クロマチン構造を変化させる、あるいはクロマチン認識因子の
結合の足場となる。一部のヒストンバリアントが安定なヌクレオソームを形成
するという性質は、②の機能において、長期的に機能するために重要なのではな
いかと考えている。先行研究（>8e0540!%&'()%U!#;?Da!Y/45:4!%&'()%U!#;?M）と本研究よ
り、構造安定性に寄与する責任残基は同定されていることから、責任残基に変異
を入れた際のこれらのヒストンバリアントがクロマチンに取り込まれている時
間や、認識因子のクロマチンへの局在の変化が解析可能である。これらの解析か
ら、安定なヌクレオソームを形成する重要性が明らかになることが期待される。!
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*#($" ヒストンバリアントと遺伝子制御領域の %&' 配列"
 本博士論文ではヒストンバリアント "#$%& あるいは遺伝子制御領域であるエ
ンハンサー'($ 配列を含んだヌクレオソームをそれぞれ独立したものとして解
析した。しかし実際の生体内では、ヒストンバリアントと遺伝子制御領域とは密
接に関わっている。例えば、ヒストン "#$ バリアントである "#$%h および "A
バリアントである "A%A はそれぞれプロモーターやエンハンサー領域に局在して
おり、転写の活性化に関与することが知られている（&02!%&'()%U!#;;Ma!Q/+2!%&'()%U!
#;?Aa!R582+99+!%&'()%U!#;?C）。これまでは "#$%h あるいは "A%A を含んだヌクレオ
ソームの性質をもとに、プロモーターやエンハンサー領域での "#$%h あるいは
"A%A の機能が議論されてきた。しかしながら、今回の解析からエンハンサー領
域のヌクレオソームを形成する '($ 配列がヌクレオソームの性質に影響を与
える可能性が示唆された。したがって、今後、ゲノムの特定の領域に取り込まれ
るヒストンバリアントの性質を解析する際には、取り込まれる先の '($ 配列の
性質も考慮すべきなのかもしれない。ヒストンバリアントは特定の領域への局
在を見せるものが多数報告されている（R81,/O+,<!426!"4<+!#;?E）。もしかする
と、ヒストンバリアントそれぞれに好みの配列が存在し、その好みの配列とヒス
トンバリアントの組み合わせによる相乗的なヌクレオソーム構造の安定性とい
ったものが存在するかもしれない。!
 現時点では、"#$%& がゲノム上のどの領域に取り込まれるかに関する知見がな
いため、推測しかできないが、"#$%& は Y$YS 関連遺伝子の発現制御に関わるこ
とから、"#$%& は Y$YS 関連遺伝子のプロモーター・エンハンサー領域に取り込
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まれている可能性は十分にある。"#$%& を含んだヌクレオソームは主要型 "#$
を含んだヌクレオソームよりも構造安定性が高い。これらのプロモーター・エン
ハンサー領域の '($ 配列が、!"#$! +2/42,+5 配列と同じように若干不安定なヌ
クレオソームを形成する傾向にある場合、"#$%& が取り込まれた場合のみが安定
なヌクレオソームとなることが想像できる。これにより、"#$%& ヌクレオソーム
が集積し、"#$%& を認識する因子によって遺伝子発現が制御されるのかもしれな
い。!
!
*#)$" 今後の展望"
 本博士論文ではヌクレオソーム構造に影響を与える因子としてヒストンバリ
アントと '($ 配列に着目し、解析を行った。ヒストンバリアントの一例として
"#$%& を含んだヌクレオソーム、'($ 配列の一例としてエンハンサー領域に着
目して !"#$! +2/42,+5（(?）'($ 配列を含んだヌクレオソームの生化学的解析
および構造生物学的解析を行った。その結果、それぞれが特徴的な構造的性質・
物理的性質をもつことが明らかになった。!
 "#$%& に関して、本研究から主要型 "#$ ヌクレオソームと比べて構造安定性
が高いことが明らかになった。これまでに "#$%& の細胞内動態を解析した例が
ないため、今後は "#$%& が細胞内においても安定的にヌクレオソーム中に取り
込まれているかを解析することが求められる。また、本研究で明らかにした
"#$%& ヌクレオソームの構造安定性に寄与する "#$%& の B; 番目のアラニンが、
実際に生体内でも重要な役割を果たしているかを明らかにするために、細胞レ
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ベルでの変異体解析も必要である。さらに、"#$%& がゲノムのどの領域に取り込
まれているのか、ノックアウトした際の表現型はどうなるのか、"#$%& の機能的
に重要な Q 末端領域は何をしているのか、相互作用因子は何なのか、などを明
らかにするために、遺伝的解析・ゲノム解析・相互作用因子の探索といった包括
的な解析が期待される。!
 !"#$ ヌクレオソームに関しては、本研究から局所的に '($ がヒストンタン
パク質と緩く結合していることが明らかになった。このような領域の周辺には
パイオニア転写因子の標的 '($ 配列が存在するため、!"#$ ヌクレオソームの
局所的に '($ がヒストンタンパク質と緩く結合しているという性質は、パイオ
ニア転写因子の結合に有利に働くのではないかと予想される。パイオニア転写
因子はヌクレオソーム中の '($ の中に含まれる標的 '($ 配列に結合できると
されているが、実際にパイオニア転写因子がヌクレオソームに結合する機構と
ヌクレオソーム構造との間にどのような影響があるかに関する構造的知見が乏
しい。そこで今回、I.J$?@!"#$ ヌクレオソーム複合体の構造解析にも挑戦した
が、残念ながら今の段階では複合体の構造は得られていない。しかしながら本研
究では、パイオニア転写因子の標的となる生体内配列を含んだヌクレオソーム
の構造を明らかにすることに成功した。この研究の発展として、今後はパイオニ
ア転写因子@ヌクレオソーム複合体の構造が明らかになることが期待される。!
!
!
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X+2+!01!+11+2-049!*.5!+2-5V!02-.!1P+5:4-.X+2+101%!6%))'=%>:!!6U!CMApD;;%!
!
d54/4:4U!=%U!"45464U!$%U!G4+/454U!>%U!".50<.1/0U!(%U!Y4-.U!>%U!Y4-.U!c%U!Y/05401/0U!>%U!
Y8X02.U! (%U! _14<4O+U! $%U! =4,/0]424U! "%U! >4X4]4U! \%U! >0:854U! "%U! _/<4]4U! c%! t!
>858:0^4<4U!"%! K#;?DL!"01-.2+!"A%C! *.5:1! 42!821-4O9+!28,9+.1.:+!426! 4,,8:894-+1!
45.826!-5421,50P-0.2!1-45-!10-+1!02!/8:42!-+1-01%!->09%1%&0.8'653/,(&01!:U!?p?D%!
!
g4186+342U!'%U!Q/84U!)%!c%!'%!t!'43+VU!Q%!$%!K#;?;L!Q5V1-49!1-58,-85+1!.*!28,9+.1.:+!
,.5+!P45-0,9+1!,.2-40202X!-/+!|D;?T!1-5.2X!P.10-0.202X!1+78+2,+%!B:'@/):'#0/)%!*;)U!?p?;%!
!
\46602X-.2U!Q%!"%!K?MB#L!=/+!+P0X+2.-VP+%!-1+%(2/?3U!!U!?Fp#;%!
!
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\46602X-.2U!Q%!"%!K?MB#L!Q42490^4-0.2!.*!6+3+9.P:+2-!426!-/+!02/+50-42,+!.*!4,7805+6!
,/454,-+51%!*(&?3%U!!+;U!CDApCDC%!
!
\42XU!&%!S%!h%!t!\06.:U!&%!K#;;CL!N:P5.3+6!490X2:+2-!.*!28,9+.1.:+!'($!1+78+2,+1!
8102X!4!:0J-85+!:.6+9%!*?.)%0.'!.0+8'=%8%!))U!DEBApDECC%!
!
\0+6+:422U!Y%!G%U!G0962+5U!Y%!(%U!Ry201,/U!Q%U!N154+9U!H%U!G401+5U!$%U!G4-/+019U!Y%U!Y-548OU!
=%U! G+5<9U! Z%U! H+.2/456-U! "%U! >5+::+5U! )%U! Y,/+5:+99+/U! H%! t! "4<+U! Y%! R%! K#;?;L!
N6+2-0*0,4-0.2! 426! ,/454,-+50^4-0.2! .*! -].! 2.3+9! P50:4-+@1P+,0*0,! /01-.2+! "A! 345042-1U!
"A%`!426!"A%c%!B:'6%))'#0/):!!:;C!EEEpEM?%!
!
\091.2U!G%!'%U!R+29+<O05U!Y%U!I546+-@=85,.--+U!$%U!Y/+5<+5U!$%U!&890+2U!&%@S%U!G,)]42U!$%U!
(..56+5:++5U!Y%!G%U!Y0,/+50U!I%U!Z8O021-+02U!&%!H%!t!'85.,/+5U!'%!K#;?DL!=/+!1-58,-8549!
O4101!.*!:.60*0+6!28,9+.1.:+!5+,.X20-0.2!OV!CARS?%!*(&?3%!+).U!?;;p?;A%!
!
\8U!Z%!Y%!t!R.22+5U!\%!G%!K?MF?L!Y+P454-0.2!.*!O4149!/01-.2+!1V2-/+101!*5.:!Y@P/41+!
/01-.2+!1V2-/+101!02!6030602X!,+991%!6%))!(/U!A#?pAA;%!
!
c+U!&%U!$0U!`%U!)8X+20U!)%!)%U!h/42XU!H%U!Q45P+2-+5U!H%!Z%U!&+902+<U!G%!$%U!I5+0-41U!G%!$%!t!
S45-/82U!G%!Z%!K#;;CL!"01-.2+!"B!9V102+!M?!4,+-V94-0.2%!@/):'6%))!!6U!?#Ap?A;%!
!
c.82XU!$%!Z%!&%!t!(450-4U!G%!K#;;ML!Y$YS!5+*9+,-1!1+2+1,+2,+%!-@#A'=%>%!!;U!##Fp#A;%!
!
!
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h/+2XU!Y%!k%U!S49.3,4<U!)%U!$5:4,/+U!&%@S%U!g+5O4U!>%!$%U!Q/+2XU!c%!t!$X456U!'%!$%!K#;?EL!
G.-0.2Q.5#b!4201.-5.P0,!,.55+,-0.2!.*!O+4:@0268,+6!:.-0.2!*.5!0:P5.3+6!,5V.@+9+,-5.2!
:0,5.1,.PV%!*(&:'@%&5/+8!!*U!AA?pAA#%!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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研究業績書 
 
（2020 年 1 月 現在） 
種 類 別   題名、  発表・発行掲載誌名、  発表・発行年月、  連名者（申請者含む） 
論文 
!
!
!
!
!
!
!
!
 
講演 
!
!
!
!
!
!
その他 
 
○"#$%&#!'()(&(*!+,%&%!+(-%*!.(/(&%!0%1(2(*!'%2%1(!034#$(#*!"#-%/,#!03$32#5(&(6!
7#%8,92#8(:!();!/-$38-3$(:!()(:1/9/!%<!-,9!)38:9%/%29!8%)-(#)#)=!,32()!,#/-%)9!">?6@6!
!"#$%&'()*%+,-.*!>ABC!D%):#)9!E3F:#/,9;6!;%#G!BA6BACHI4FI2J5BACK!
!
L%/,#2(/(! '(&#5(M(N*! ○"#$%&#! '()(&(N*! +,#)#8,#! .(8,#;(*! .(/(&%! 0%1(2(*! 0(532#-/3!
.(9,($(*!L(/313&#!O,&(M(*!P(3:!?6!Q(;9*!.(--,#(/!Q%:<*!"#-%/,#!03$32#5(&(6!
R$1%ST.!/-$38-3$9!%<!-,9!)38:9%/%29!8%)-(#)#)=!-,9!/0$1!9),()89$!UV?!/9W39)896!
23)4#$%&5&6.*!!*!EEBXA>YY*!>ABZ6! !
N',9/9!(3-,%$/!8%)-$#F3-9;!9W3(::1!-%!-,#/!M%$&!
 
国内学会（口頭発表およびポスター発表） 
○田中大貴、滝沢由政、町田晋一、小山昌子、前原一満、大川恭行、P(3:!?6!Q(;9、.(--,#(/!
Q%:<、胡桃坂仁志 
パイオニア転写因子の標的となる /0$1 ヌクレオソームの解析 
第 CB 回日本生化学会大会、>ABZ 年 C 月 
 
（論文） 
+,%4#$%! [)()%*! 0%#8,#! +(-%*! L%&%! 0(-/3&#*! Q(-($3! 0%F(1(/,#*! "#$%&#! '()(&(*! 0(53,#$%!
V(&(4#2(*!+,#)#8,#$%!V(&(;(*!"#$%13&#!.#1%/,#*!09$/-#)!0)#9/*!?&#<32#!'(&(%$#S0%);%*!U9-:9J!
+8,#);:9$*!.(/(2#8,#![/,#(#*!"#-%/,#!03$32#5(&(*!.#)%$#!'(&(&(6!
\]QUHS29;#(-9;!3F#W3#-#)(-#%)!E$%2%-9/! -#29:1!$92%J(:!%<!F%-,!\P?!();!\?UYB!<$%2!UV?!
;(2(=9!/#-9/!-%!<(8#:#-(-9!,%2%:%=%3/!$98%2F#)(-#%)6!
7&5)'859-#:)55*!""*!EE^>>S^H_69Z*!>ABX6!
!
+%E,#9! 7($$(:*! L3#8,#! .%$%532#*! "#$%&#! '()(&(*! T2#:#9! .%)-9::#9$*! @`$a29! b%J#)*! .(3;! ;9!
U#93:9J93:-*! b3#::(329! R,($F%))#9$*! L,())! R%3-`*! U9)#/! P3-,#9$*! ',#9$$1! 738,%3*! ](1c(:!
7%3//%3($*!'(&(/,#!d$(,(2(*!]$()c%#/!]9)(#::9*!P(-$#8&!"`$1*!V#8%:(/!]9$)();95SV3)95*!"#-%/,#!
+,#%-(*!.(--,#93!b`$($;*!+%E,#9!\%3//9(3e*!"#-%/,#!03$32#5(&(*!+((;#!0,%8,F#)6!
"#/-%)9!J($#()-!">?6f6>!=3#;9/!-$()/#-#%)!E$%-9#)S;9E9);9)-!E$%-(2#)!(//92F:1!#)!2(:9!=9$2!
89::/6!
7&5)'859-#:)55*!""*!EEZCSBAB69Z*!>ABX6!
!
@3)! d9;(*! ?&#,#-%! "($(;(*! '(&(/,#! d$(,(2(*! +,#)#8,#! .(8,#;(*! 0(532#-/3! .(9,($(*! .(/(/,#!
"(;(*!L%/,#)%$#!.(&#)%*!@32E9#!V%=(2#!V(%&#!"%$#&%/,#!?&#,#/(!O/(&(F9*!"#$%13&#!'(=38,#*!
"#$%&#! '()(&(*! "#$%(&#! '(8,#M()(*! '(-/32(! L(%*! .#)(2#! L(2(;(*! '(&(/,#! [M(2%-%*! ?1(&%!
[/%-()#*! .(/(,#-%! [&(M(*! '($%! '(8,#F()(*! L3&#! O&(;(*! "#$%/,#! 0#23$(*! L(/313&#! O,&(M(*!
"#-%/,#!03$32#5(&(*!0(53%!L(2(=(-(6!
'9/-#/S/E98#<#8!,#/-%)9!J($#()-!;<,!=9)9!#/!9//9)-#(:!<%$!9)-$1!#)-%!+E9$2(-%=9)9/#/6!
:)55#=)3&-,+*!#!*!EEYCHS^AA*!>ABX!
 
  
Ｎｏ.2 
研究業績書 
 
種 類 別   題名、  発表・発行掲載誌名、  発表・発行年月、  連名者（申請者含む） 
その他 （論文） 
.(/(&%! 0%1(2(*! Q(-($3! V(=(&3$(*! "#$%&#! '()(&(*! '%2%1(! 034#$(#*! L34#! R,#&(/,#=9*! '%&3&%!
"($(=38,#*!L(/3/,#!"#$(%&(*!"#-%/,#!03$32#5(&(6!
>4#?%,-&!$98%)/-#-3-#%)!();!F#%8,92#8(:!()(:1/9/!%<!-,9!@'(%A&+9''(9-&*.')+#3&*B)!)38:9%/%296!
$%&'()*%'95#94C#$%&3(.+%'95#=)+)9-'(#:&**84%'9,%&4+*!$!%*!EEZC^SCAB*!>ABX!
!
U(#&#!0(-%*!?&#,#/(!O/(&(F9*!"#$%(&#!'(8,#M()(*!"#$%&#!'()(&(*!"#-%/,#!03$32#5(&(6!
"32()!-V?+P!E$%2%-9/!#)!J#-$%!)38:9%/%29!(//92F:1!M#-,!,#/-%)9!"H6H6!
$%&'()*%+,-.*!&$*!EEBBXBSBBXC*!>ABY!
 
 
国際学会（ポスター発表） 
"#$%&#! '()(&(*! L3/3&9! 032(=(M(*! .(/(&%! 0%1(2(*! .%-%&#! '(&(&3*! P(3:! ?6! Q(;9*! "#-%/,#!
03$32#5(&(6!
',9!F#);#)=!%<!b?'?H!-%!-,9!-($=9-!)38:9%/%29!();!#-/!9<<98-/!%)!-,9!)38:9%/%29!/-(F#:#-16!
',9!BB-,!H\gHR!+12E%/#32*!>ABZ!V%J92F9$ 
 
国内学会（ショートトーク）!
田中大貴、熊川雄祐、滝沢由政、小山昌子、高久誉大、P(3:!?6!Q(;9、胡桃坂仁志!
パイオニア転写因子 b?'?H によるヌクレオソーム中の標的塩基配列認識機構の解析!
第 H^ 回染色体ワークショップ・第 BX 回核ダイナミクス研究会、>ABC 年 B 月!
!
国内学会（ポスター発表）!
田中大貴、熊川雄祐、小山昌子、高久誉大、P(3:!?6!Q(;9、胡桃坂仁志!
パイオニア転写因子 b?'?H の結合がヌクレオソームへ与える影響!
第 _B 回日本分子生物学会年会、>ABZ 年 B> 月!
!
田中大貴、滝沢由政、町田晋一、小山昌子、前原一満、大川恭行、.(--,#(/!Q%:<、胡桃坂
仁志!
パイオニア転写因子 ]%e?B によるヌクレオソーム認識機構の解析!
第 HY 回染色体ワークショップ・第 B^ 回核ダイナミクス研究会、>ABX 年 B> 月!
!
田中大貴、小山昌子、P(3:!?6!Q(;9、胡桃坂仁志!
パイオニア転写因子 ]%e?B によるヌクレオソーム認識機構の生化学的解析!
>ABX 年度生命科学系学会合同年次大会、>ABX 年 B> 月!
 
 
